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SOMMAIRE 
La fibrose kystique est une maladie génétique et transmissible qui affecte 
particulièrement les fonctions respiratoires des patients atteints. Ce déclin du 
système respiratoire est entre autres le résultat de la présence de différents 
pathogènes causant des infections. Staphylococcus aureus est l'un des pathogènes 
les plus fréquemment retrouvés dans cet environnement. Ce pathogène pouvant être 
associé à différents types d'infections chez l'être humain, utilise différentes stratégies 
qui lui permettre de tirer avantage des multiples environnements où il peut se 
retrouver. L'une de ces stratégies est d'adopter un phénotype particulier nommé : 
small-colony variant (SCV). Le profil transcriptionnel particulier des SCVs tend à les 
associer aux infections de type chronique. De plus, la résistance accrue aux 
aminoglycosides aussi bien qu'aux inhibiteurs de la voie des folates font des SCVs 
des pathogènes plus difficiles à éliminer par les traitements conventionnels. Malgré le 
fait que nos connaissances sur les SCVs ne cessent d'augmenter, les facteurs sous-
jacents à leur présence dans certaines pathologies comme celle retrouvée chez les 
patients fibro-kystique sont encore mal définis. Il est connu que certains facteurs tels 
que des antibiotiques et des exoproduits bactériens favorisent leur présence in vitro. 
Cependant, l'impact in vivo de ces facteurs ainsi que le rôle que jouent les infections 
à S. aureus chez ces patients ne sont toujours pas bien compris. Les projets 
présentés dans ce travail ont pour but de mieux caractériser les infections à S. 
aureus et plus particulièrement celles produites par les SCVs chez les patients 
atteints de cette maladie. Le premier volet est une étude clinique qui a permis de faire 
le constat de l'importante proportion d'isolats de S. aureus portant des résistances à 
différents antibiotiques cliniquement utilisés. Bien qu'aucun facteur environnemental 
n'ait pu être mis en cause pour la présence de SCVs, leur capacité à produire plus de 
biofilm ainsi que leur sensibilité réduite aux aminoglycosides a été mise en évidence. 
Malgré ces caractéristiques inquiétantes, les résultats de cette étude pilote semblent 
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montrer que la présence de S. aureus et des SCVs à peu d'impact sur les fonctions 
respiratoires des patients comparativement à P. aeruginosa. Cependant, il n'est pas 
exclu que la présence de S. aureus et des SCVs ait un effet important sur l'incidence 
de P. aeruginosa et les interactions bactériennes pouvant modulées la santé des 
patients. Dans cette optique, le deuxième projet à permis de mieux comprendre les 
mécanismes qu'utilisaient S. aureus lui permettant, face à la présence de P. 
aeruginosa, de passer au phénotype SCV. Ce projet connexe a démontré 
l'importance du facteur alternatif sigB dans le mécanisme d'acquisition du phénotype 
SCV en réponse au HQNO, un exoproduit de P. aeruginosa. Il a également permis de 
mieux comprendre les effets transcriptionnels de cette molécule sur S. aureus ainsi 
que son impact global sur la production de biofilm. Ces travaux ont contribué à mieux 
comprendre les infections bactériennes, en grande partie responsables de la 
diminution des fonctions respiratoires chez les patients atteints de la fibrose kystique. 
Éventuellement, ces travaux pourront permettent de mieux gérer ces infections et 
d'améliorer ainsi la qualité de vie des personnes au pris avec cette pathologie, encore 
incurable. 
Mots-clés : Staphylococcus aureus, Pseudomonsa aeruginosa, fibrose kystique, biofilm, 
antiobiotique. 
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CHAPITRE I 
INTRODUCTION 
I.I FIBROSE KYSTIQUE 
Affectant tous les groupes ethniques, la mucoviscidose aussi nommée, fibrose kystique 
est la maladie autosomale récessive la plus létale chez les Caucasiens. Le caractère 
récessif de cette maladie génétique fait en sorte qu'une certaine proportion de la 
population peut être porteur sain. Ainsi, au Canada environ une personne sur 25 serait 
porteuse d'une version défectueuse du gène responsable de la maladie sans toutefois 
en développer les symptômes. Néanmoins, selon le dernier registre des patients fibro-
kystiques canadiens (Cystic, 2007) près de 3 200 patients canadiens seraient porteurs 
de deux des allèles défectueux du gène et donc atteints de la maladie. Aux États-Unis, il 
est estimé que 3 500 enfants naissent avec cette maladie chaque année (Cystic, 2008). 
Au début des années 1900, les patients atteints de fibrose kystique avaient un 
pronostique peu encourageant. Ces patients avaient une espérance de vie très faible, 
atteignant rarement l'âge adulte. En 1938, l'une des premières études cliniques sur la 
maladie rapportait que sur 49 patients atteints, seulement 8 avaient atteint l'âge de 2 
ans (Byrne and David, 1993). Depuis, une meilleure compréhension de la 
mucoviscidose combinée à l'amélioration des traitements ne cessent de faire augmenter 
l'espérance de vie des patients atteints. Le dernier rapport du registre canadien des 
patients fibro-kystiques paru en 2007 rapporte que près de 60 % de ceux-ci dépassent 
maintenant l'âge de 18 ans (Fig. 1). 
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Figure 1. Proportion de patients FK adultes (> 18 ans), tirée de 
(Cystic, 2007). 
Il a fallu attendre en 1989 pour que l'origine de cette maladie génétique soit identifiée et 
associée à des mutations dans le gène « cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator» (CFTR); un gène localisé sur le chromosome 7 (Kerem et al., 1989). La 
protéine CFTR d'environ 1 500 acides aminés codée par ce gène a comme fonction 
primaire le transport d'ions chlore (CI ). Cependant, il est maintenant connu qu'elle a 
diverses fonctions engendrées par ces interactions avec d'autres protéines telles que 
des canaux ioniques modifiant le transport d'ions Na+ et HCO3". Cette protéine à donc 
un rôle central dans la régulation des taux d'ions de part et d'autre de certains 
épithéliums du corps humain. Les mutations altérant le fonctionnement du CFTR sont 
classées en 5 groupes : les mutations inhibant directement la synthèse sont du groupe I, 
le groupe II sont celles provoquant un arrêt prématuré de la synthèse de la protéine. Le 
groupe III englobe les mutations qui affectent le niveau de la régulation de la protéine, le 
groupe IV englobe celles qui altèrent la conductance du CFTR et le groupe V regroupe 
les mutations qui réduisent son taux de synthèse. Toutes ces mutations affectent de 
façon plus moins prononcée le bon fonctionnement de la protéine CFTR et ainsi 
provoquent des symptômes allant de bénins à sévères. L'hétérogénéité des mutations 
présentes chez le même patient fait également varier la sévérité des symptômes. Bien 
que depuis 1989, plus de 1000 mutations aient été répertoriées dans ce gène, la 
mutation AF508 du CFTR faisant partie du groupe II, est de loin la plus rependue 
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représentant près de 70 % des mutations retrouvées chez les patients atteints. 
Ultimement les mutations les plus graves telles que les homozygotes AF508 retrouvés 
chez près de 50 % des patients mèneront à un débalancement important des ions dans 
différents organes; qui est à l'origine de la majorité des manifestations cliniques de la 
fibrose kystique. La formation de kystes caractéristiques retrouvées sur le pancréas des 
patients, jadis nommée fibrose kystique du pancréas, est causée par la sécrétion 
inadéquate d'enzymes pancréatiques elle-même influencée par le CFTR. Bien que 
plusieurs autres symptômes aient été identifiés depuis, le mot fibrose kystique est 
encore utilisé à ce jour pour définir la maladie. Parmi les autres symptômes, on compte 
une concentration anormalement haute d'électrolytes dans la sueur, des problèmes 
gastro-intestinaux, des manifestations génitales telles que la stérilité chez l'homme, et 
une altération du mucus des voies respiratoires. Cependant, c'est l'augmentation 
drastique des infections des voies respiratoires qui est le symptôme causant le plus de 
morbidité chez ces patients. Il est rapporté que 80 % à 95 % des personnes atteintes 
succomberont d'insuffisance respiratoire causée par la succession d'infections 
bactériennes (Lyczak et al., 2002; Pier, 1985; Thomassen et al., 1987). 
I.LL INFECTIONS BACTÉRIENNES DES VOIES RESPIRATOIRES 
Bien que la découverte du gène CFTR ait aidé à une meilleure compréhension de la 
maladie, la cause exacte qui mène aux infections accrues des voies respiratoires n'est 
pas encore complètement résolue. L'hypothèse du « faible volume » suggère que les 
infections retrouvées chez ces patients seraient entre autres dues à l'altération physico­
chimique du mucus, mais plus particulièrement à sa composition volumique dans les 
voies respiratoires. Globalement, le débalancement des concentrations ioniques du 
mucus causé par le mal-fonctionnement du CFTR mènerait à une mauvaise hydratation 
de celui-ci et donc, à la formation moins abondante de mucus mais également plus 
épais (Fig. 2). Normalement, par son interaction avec d'autres protéines de transport la 
protéine CFTR contrôle la réabsorption du sodium et de l'eau du milieu apical des 
cellules séreuses des glandes submucosales. Dans un contexte fibro-kystique, la 
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modulation de ces interactions protéine/protéine contribuerait à une plus grande 
réabsorption d'eau et ainsi à augmenter la viscosité du mucus et plus particulièrement 
du liquide péricilliaire (PCL=pericilliary liquid). La viscosité du PCL participerait 
directement aux difficultés respiratoires, mais aurait également pour effet de diminuer 
l'efficacité du mouvement mucociliale faisant partie des mécanismes du système 
immunitaire inné permettant habituellement l'excrétion des pathogènes hors des voies 
respiratoires (Lyczak et al., 2002; Matsui et al., 1998). Il semble que plusieurs autres 
facteurs pourraient aussi contribuer à l'implantation de ces infections caractéristiques. 
Une seconde hypothèse suggère que l'aspect hypertonique du mucus serait plutôt à la 
base de l'augmentation des infections, et ce, en interférant avec différents effecteurs du 
système immunitaire inné (Gibson et al., 2003). Entre autres, l'équipe de Smith et al. 
(1996) à proposé un modèle ou les fortes concentrations en ions sodium et chlore 
pourraient inhiber certains peptides impliqués dans la défense immunitaire telle que la (3-
defensine-1 et ainsi permettre l'établissement d'infections (Smith et al., 1996). Quoique 
nous ne connaissions pas encore parfaitement les mécanismes causant ces infections 
caractéristiques, leur impact sur la santé des patients est sans équivoque. Elles sont 
habituellement associées à des épisodes d'exacerbations, de fièvre, une perte de poids, 
des toux fréquentes, des essoufflements et un changement dans la couleur, la quantité 
et l'apparence des expectorations. L'accumulation de ces épisodes au cours de la vie 
des patients mènera graduellement à une détérioration des fonctions respiratoires et 
possiblement à la mort. 
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Epithéliums pulmonaire Epithéliums pulmonaire 
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Figure 2. Comparaison de la clairance mucocilliale de patients 
Normaux et de patient fibro-kystique, adaptée de (Lyczak et al., 2002). 
Chez une personne saine les voies respiratoires supérieures peuvent être colonisées 
par différents microorganismes tandis que la partie inférieure reste habituellement stérile 
grâce au bon fonctionnement des différents mécanismes de défense du système 
immunitaire. Chez les patients fibro-kystiques, des pathogènes habituellement retrouvés 
uniquement au niveau des voies respiratoires supérieures des patients sains, sont 
maintenant capable de contourner le système immunitaire affaibli et ainsi de coloniser 
ces voies plus profondément. Parmi ces pathogènes opportunistes, les plus fréquents 
sont Haemophilus influenzae et Staphylococcus aureus. On retrouve également 
fréquemment des pathogènes comme Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia 
cepacia qui ne font habituellement pas partie de la flore normale de patients sains, mais 
qui peuvent être acquis par contacts avec des personnes ou des environnements 
contaminés. Bien que ces quatre pathogènes soient les plus fréquents (Fig. 3), une 
multitude d'autres bactéries peuvent être isolées du mucus des patients tel que 
Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans, Klebsiella spp, Xanthomonas 
maltophilia mais aussi des virus et des champignons tel qu'Aspergillus spp. (Gilligan, 
1991; Harrison, 2007). Cela ne décrit que brièvement la population bactérienne réelle 
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qui est présente dans cet environnement et cette liste tendra probablement à s'élargir 
au fur et à mesure que les instruments de détection s'amélioreront. 
Q) 60T' O 
Figure 3. Prévalence des principaux pathogènes retrouvés dans les 
voies respiratoires des patients atteints de la fibrose kystique, tirée de 
Cystic Fibrosis Canada, 2007. 
Tels que dans la plupart des autres maladies infectieuses, l'éventail des bactéries 
retrouvées chez un patient est tributaire d'une multitude de facteurs. Dans ce travail, 
une attention plus particulière sera accordée aux facteurs influençant la présence de S. 
aureus et à ses possibles interactions avec l'environnement fibro-kystique. 
LUI STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
Historiquement, S. aureus est le premier pathogène associé aux infections chroniques 
des poumons chez les patients atteints de la fibrose kystique (Souza et al., 2006). En 
fait, avant l'apparition d'antibiotiques efficaces, les infections pulmonaires à S. aureus 
étaient la cause la plus importante de mortalité chez ces patients (Gilligan, 1991). 
Encore aujourd'hui, S. aureus est l'un des premiers pathogènes à coloniser les voies 
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respiratoires stériles des patients et est ainsi le plus prévalent chez les enfants et les 
adolescents. Bien que l'utilisation d'anti-staphylococcaux permette un contrôle 
relativement efficace de ces infections, près de 40 % des adultes demeurent colonisés 
après leur enfance. Récemment, une augmentation de la prévalence de S. aureus chez 
l'ensemble des patients a été observés aux États-Unis ainsi qu'au Canada faisant ainsi 
de S. aureus le pathogène le plus souvent isolée des voies respiratoires (Fig. 3) 
(Emerson et al., 2010). 
Étant un pathogène opportuniste, la présence de cette bactérie Gram positive est 
souvent le résultat d'un déséquilibre entre les défenses de l'hôte et les stratégies 
utilisées par le pathogène pour causer une infection. S. aureus est un pathogène 
disposant d'une myriade de stratégies lui permettant de tirer avantage de certaine 
situations et ainsi créer une infection. S. aureus utilise entre autres une grande variété 
de gènes lui permettant de déjouer le système immunitaire de l'hôte tel que chemotaxis 
inhibitory protein (chp) ou encore la staphylokinase (sak) (DeLeo et al., 2009). Une fois 
dans l'hôte, différents gènes lui permettront de coloniser les tissus. On inclut 
généralement dans cette catégorie les gènes codant pour des adhésines tels que la 
fibronectin binding protein A (fnbA) ou le dumping factor A (clfA). Finalement, elle peut 
produire différentes toxines telles que les hémolysines et les entérotoxines qui lui 
permettent de détruire les tissus, aller chercher des nutriments et se disperser (Feng et 
al., 2008). 
a) Mécanismes de résistances de S. aureus 
Dans un contexte fibro-kystique où les défenses de l'hôte sont affaiblies, le choix d'un 
bon traitement antibiotique devient crucial pour contrôler le déséquilibre face à ce 
pathogène bien armé. Il permettra à l'hôte de reprendre le dessus sur l'infection et 
ultimement se débarrasser de cette dernière. Par contre comme la plupart des 
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bactéries, les staphylocoques isolés de différents cas cliniques sont de plus en plus 
résistants aux antibiotiques utilisés de nos jours. Parmi les mécanismes de résistances 
utilisés par S. aureus, on retrouve l'utilisation de mécanismes biologiques alternatifs 
contournant l'inhibition ciblée par l'antibiotique. L'un des meilleurs exemples chez S. 
aureus est celui de sa résistance à la méthicilline (SARM). Pour résister non seulement 
à la méthicilline, mais également à la majorité des p-lactames, les SARM produisent une 
protéine accessoire nommée : Penicillin-Binding Protein (PBP) 2a. Cette protéine à la 
même fonction que les PBPs sauvages de S. aureus, soit la synthèse du 
peptidoglycane. Cependant, contrairement aux autres, cette enzyme est résistante à 
l'action des p-lactames et permet ainsi aux bactéries ayant acquis ce gène de survivre à 
l'antibiotique. Une seconde stratégie de résistance utilisée par S. aureus est la 
modification de la cible de l'antibiotique. C'est entre autres ce type de résistance qui est 
efficace contre la ciprofloxacine et la rifampicine. Dans les deux cas, une mutation 
permet une diminution significative de l'affinité de l'antibiotique pour son ligand sans 
toutefois compromettre la survie de la bactérie. S. aureus utilise également des 
mécanismes permettant la désactivation enzymatique des antibiotiques. C'est souvent 
le cas pour les fortes résistances aux aminoglycosides résultant de l'activité 
enzymatique d'acetyltransférases, d'adenylyltransférases et de phosphotransférases 
(Schmitz et al., 1999). Dans certains cas, la résistance peut même être causée par une 
incapacité à l'antibiotique à atteindre sa cible. C'est le cas par exemple des résistances 
associées aux pompes à efflux ou encore à une internalisation des bactéries dans les 
cellules de l'hôte. 
b) S. aureus Small-Colony Variant (SCV) 
Chez S. aureus un mécanisme additionnel de résistance aux antibiotiques contribue à 
augmenter l'implication de ce pathogène dans des infections chroniques comme celles 
retrouvées chez les patients fibro-kystiques. Ces résistances supplémentaires découlent 
d'une caractéristique phénotypique adoptée par une sous-population de S. aureus 
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nommée : Small-Colony Variant (SCV). En plus d'augmenter la résistance à certains 
composés, la panoplie de caractéristiques engendrées par ce phénotype particulier 
maximiserait la « fitness » de S. aureus dans certains environnements. En fait, le 
phénotype SCV a été observé chez différents organismes tels que S. epidermidis, S. 
capitis, S. lugdunensis, Escherichia coli, P. aeruginosa et B. cepacia. Par contre, outre 
certaines caractéristiques communes, les mécanismes responsables de ce phénotype 
varient légèrement d'un organisme à l'autre. Chez S. aureus la majorité des SCVs 
découleraient d'une déficience dans la chaîne de transport des électrons. Chez une 
souche au phénotype normal, le NADH et le FADH2 produits dans le cycle de Krebs 
sont pris en charge par un complexe de molécules membranaires : la chaîne de 
transport des électrons. Étant composées d'un gradient ascendant de potentiel de 
réduction, les molécules de ce complexe permettent le passage des électrons (ex : 
NAD+ + H+ + 2e") de part et d'autre de la membrane cytoplasmique. Ce mouvement 
d'électrons est accompagné d'une accumulation de protons (H+) à l'extérieur de la 
membrane bactérienne. Ultimement, ce phénomène de transport d'électron mène à la 
production massive d'énergie sous forme d'ATP (Fig. 4). Une mutation affectant l'une ou 
l'autre des molécules oxydables de ce complexe provoque une altération dans le 
gradient électrochimique de la paroi. À ce jour, les SCVs les plus étudiés de ce groupe 
sont : les ménadione-dépendants et les hémine-dépendants dont le phénotype normal 
peu généralement être rétabli en leur fournissant l'un des composés pour lequel leur 
métabolisme est altéré, soit l'hémine ou la ménadione. C'est donc seulement dans un 
environnement exempt de ces molécules que leur phénotype SCV sera observable. 
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Figure 4. Schématisation de la formation du potentiel énergétique de la membrane 
et des mutations menant au phénotype SCV ayant une chaîne de transport des 
électrons déficiente. 
Les SCVs thymidine-dépendants sont un second type de SCVs dérivés de S. aureus. 
Comme les précédents ils retrouvent un phénotype normal en présence de quantité 
suffisante d'une molécule donnée, dans ce cas-ci, la thymidine. Contrairement aux 
autres SCVs, en absence totale de thymidine ils seront incapables de survivre. Ce type 
de SCV est donc entièrement dépendant d'une source extracellulaire de thymidine. Ces 
derniers sont souvent associés aux traitements antibiotiques ciblant la synthèse des 
folates tel que le sulphaméthoxazole (SMX) et la triméthoprime (TMP). La cause de leur 
phénotype serait une mutation du gène thyA codant pour une thymidylate synthase 
(Chatterjee et al., 2008). Cette mutation provoque l'incapacité de ces souches à 
produire le dTMP impliqué dans la synthèse de l'ADN. Il semble donc que certaines 
pressions environnementales telle que la présence de TMP-SMX favorisent l'apparition 
de souches de S. aureus AthyA utilisant uniquement la thymidine extracellulaire pour 
contourner leur carence en dTMP intracellulaire et du même coup, résister à ces 
antibiotiques qui bloc habituellement la synthèse de thymidine. Il existe également 
d'autres types de SCVs dont le mécanisme conduisant à leur phénotype reste encore à 
découvrir. 
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c) Caractéristiques phénotypiques et transcriptionnelles des SCVs 
Les traits phénotypiques communs adoptés par ce phénotype sont la formation de 
petites colonies non hémolytiques et non pigmentées sur milieu de culture solide. De 
plus, ayant un métabolisme respiratoire altéré, la plupart des SCVs ne peuvent oxyder 
certains sucres complexes. Tel que décrit plus haut, leur phénotype normal peut 
généralement être rétabli en leur fournissant l'un des composés pour lequel ils sont dits 
« auxotrophes ». Dans un milieu sans ces composés, l'instabilité du phénotype est 
également caractéristique à certains SCVs. Effectivement, le phénotype SCV peut être 
instable et provoquer un retour relativement rapide au phénotype normal. Cette 
instabilité contribuerait potentiellement à l'apparition d'infections chroniques par un 
relargage constant du phénotype plus agressif de S. aureus. Il a été montré récemment 
par notre équipe que certains SCVs de S. aureus produisaient plus de biofilm (Mitchell 
et al., 2010b) que leur contre-partie prototype et que cela contribuerait à leur implication 
dans les infections chroniques en leur conférant une résistance accrue face système 
immunitaire, mais également face à différents antibiotiques (Stewart, 2002). Nous avons 
également démontré que les SCVs survivaient plus longtemps dans le milieu 
intracellulaire comparativement à leur contre-partie prototype (Brouillette et al., 2004). 
De façon inquiétante, la céphapirine, la clarithromycine, la clindamycine, la 
ciprofloxacine ainsi qu'un mélange de rifampicine et novobiocine ont toutes montré leur 
inefficacité à éliminer ses SCVs intracellulaires (Brouillette et al., 2004; Proctor et al., 
1998). 
En plus de leurs traits phénotypiques, les SCVs ont un profil transcriptionnel unique. 
Effectivement, la majorité des SCVs n'activeront pas le système « accessory gene 
regulator » (agi) au cours de leur croissance. Ce système de « quorum-sensing » 
s'active habituellement en fin de la phase exponentionnelle lorsque la densité cellulaire 
il 
est assez importante. À faible densité cellulaire, l'autoinducteur (autoinducing peptide: 
AIP) sera produit en petite quantité de façon dépendante à la croissance de la 
population (Fig. 5). L'expression de ce dernier se fait sous le contrôle du promoteur P2 
du locus agr. Celui si permet l'expression de 4 gènes (agrB, D, C, A) sous la forme d'un 
opéron. Le gène agrD code pour le précurseur du peptide AIP qui sera post-modifié lors 
de sa sortie de la cellule. En fait, le gène agrB code pour une endopeptidase 
transmembranaire qui coupera la partie C-terminale du peptide et le libérera ensuite 
dans l'espace extracellulaire. Ces peptides ont comme caractéristique centrale d'avoir 
une structure d'anneau thiolactone. Par contre, il existe une certaine variabilité parmi les 
AIP de différents S. aureus. Les bactéries S. aureus peuvent donc être classées selon 4 
grands groupes en se basant sur les 4 types de système agr (AIP différents) connus 
(Novick and Geisinger, 2008). La seconde partie de ce système de quorum-sensing 
joue le rôle de système de signalisation à deux composantes codé par les gènes agrC 
et agrA. Finalement, l'activation du promoteur P3 mènera à la synthèse de l'effecteur du 
système de quorum-sensing agr, l'ARNIII. Cet ARN de 514 nucléotides code pour la 8-
hémolysine. Par contre, son action de régulateur de transcription se fait sous sa forme 
non traduite. L'ARNIII peut ainsi avoir un impact sur la virulence de S. aureus en 
induisant la surexpression de facteurs de virulence comme l'hémolysine • et la sous-
expression de protéines extracellulaires comme la protéine A. Cette modulation 
coordonnée et unanime parmi la population lui permettrait de passer d'une phase de 
colonisation de surface à une phase d'invasion de l'hôte (Federle and Bassler, 2003). 
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Figure 5. Schéma du système de quorum-sensing Agr (accesory gene regulatoi) 
retrouvé chez S. aureus. Tirée de : (Novick and Geisinger, 2008) 
L'une des caractéristiques intéressantes du système Agr est que l'autoinducteur AIP 
peut non seulement permettre la communication entre les membres du même groupe 
Agr mais également inhiber l'activation du quorum-sensing des autres groupes Agr. Les 
différences de séquence entre les quatre AlPs connu sont détectées par la protéine 
AgrC. Il a été montré que l'inhibition du système agr par les AlPs hétérologues se fait 
par compétition au niveau de la disponibilité du récepteur de la molécule (Lyon et al., 
2002; Novick and Geisinger, 2008). 
En n'activant pas le système Agr, les SCVs n'entreront donc pas dans cette étape 
critique de l'infection. Nous avons également montré qu'un second régulateur 
transcriptionnel important, le facteur alternatif sigma B (sigB) intervenait dans le 
phénotype SCV. Lorsqu'il est exprimé, le facteur sigB contrôle la transcription de 
différents gènes. Une conséquence de son expression soutenue chez les SCVs est la 
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surexpression de gènes codant pour des protéines de surfaces et la sous-expression de 
gènes codant pour des toxines (Deora et al., 1997). Le facteur sigB serait non 
seulement modulé, mais nécessaire à l'adoption du phénotype SCV. Nous avons 
montré que sans se facteur alternatif, la fréquence de SCVs dans une population 
donnée de S. aureus était grandement réduite. La modulation caractéristique de ces 
régulateurs chez les SCVs mènera donc généralement à des infections moins 
agressives, mais plutôt chroniques. Ces caractéristiques intrinsèques à plusieurs SCVs 
s'ajoutant aux autres stratégies décrites plus haut, leur confèrent une résistance accrue 
aux environnements hostiles. 
d) Résistance aux antibiotiques des SCVs 
L'association du phénotype SCV aux infections chroniques provient non seulement de 
leurs caractéristiques phénotypiques et transcriptionnelles, mais également de leur 
résistance accrue à certains antibiotiques. Parmi celles-ci, la résistance accrue aux 
aminoglycosides est la plus connue. Cette classe d'antibiotiques caractérisés par des 
groupements glycosyl et amines comprend la gentamicine, la kanamycine, la 
tobramycine et la streptomycine. Leur mécanisme d'action consiste en une altération de 
la synthèse protéique due à une interaction avec la sous-unité 30S du ribosome 
bactérien. Habituellement, les résistances causées par les enzymes de modifications 
sont spécifiques à un aminoglycoside en particulier (Schmitz et al., 1999). Par contre, de 
façon distincte à ces résistances, la résistance accrue aux aminoglycosides retrouvée 
chez les SCVs est efficace contre un large spectre d'aminoglycosides. C'est dans les 
années 80s que différentes équipes ont tenté de lever le voile sur ce mécanisme 
unique. Il a été ainsi démontré que l'accumulation intracellulaire de tous les 
aminoglycosides était bloquée lorsqu'il y avait déficience au niveau du transport des 
électrons de part et d'autre de la membrane pour la production d'ATP. C'est donc le 
déficit énergétique des SCVs qui leur confère une résistance accrue aux 
aminoglycosides (Miller et al., 1980). 
14 
En plus de cette insensibilisation face aux aminoglycosides, la contribution des SCVs 
aux infections chroniques serait également soutenue par d'autres types de résistance. 
Ainsi, il a été montré que le potentiel électro-chimique de la membrane influencerait 
l'action anti-staphylococcale de certains lantibiotiques. Par exemple, un SCV 
auxotrophe pour la ménadione s'est montré plus résistant que sa contre partie prototype 
face à certains lantibiotiques (Koo et al., 1996). De façon intéressante, contrairement à 
la plupart des antibiotiques utilisés à ce jour, les multiples modes d'action des 
lantibiotiques rendent habituellement l'apparition de résistances beaucoup moins 
fréquentes (Asaduzzaman and Sonomoto, 2009). Le phénotype SCV a également été 
associé à certains types de résistances face à l'acide fusidique. Par exemple, il a été 
montré qu'à partir d'isolats clonaux sélectionnés in vitro par leur résistance spontanée à 
l'acide fusidique, certains avaient un phénotype SCV (Norstrom et al., 2007). Cela 
suggère que ce mécanisme de résistance serait intimement lié à ce phénotype. De leur 
coté, les SCVs thymidine-dépendant sont connus pour leur importante résistance aux 
inhibiteurs de la synthèse des folates tel que le sulphaméthoxazole (SMX) et la 
triméthoprime (TMP) (Chatterjee et al., 2008). 
e) Environnements favorisant l'émergence des SCVs 
Bien que S. aureus soit une bactérie commensale de l'être humain, le phénotype SCV 
de S. aureus est plutôt associé à des types d'infections bien précises telles que les 
ostéomyélites et les infections post-chirurgies invasives et également aux infections des 
voies respiratoires des patients fibro-kystique. Cela suggère que certains facteurs 
présents dans ces environnements influenceraient la présence de ce phénotype. Nous 
avons récemment montré que les SCVs avaient non seulement une résistance accrue 
aux aminoglycosides mais que leur fréquence d'apparition était augmentée en présence 
de ces antibiotiques, et ce, de manière sigB dépendante (Mitchell et al., 2010a). 
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Effectivement, la présence de faibles concentrations de gentamicine, mais aussi de 
tobramycine augmenterait la fréquence de SCVs dans une population de S. aureus 
prototypes. Cette observation est d'autant plus inquiétante en sachant que la 
tobramycine est couramment utilisée chez les patients fibro-kystique sous forme 
d'aérosol. De façon intéressante, la contribution du facteur alternatif de transcription 
sigB suggère qu'un mécanisme moléculaire interviendrait dans l'apparition du 
phénotype. D'un autre côté, il est connu que certains caractères génétiques tels que des 
mutations altérant la synthèse d'hémine mènent au phénotype SCV (Kohler et al., 
2003). Dans ce sens, Schaaff et al. (2003) ont montré que le taux de mutation serait 
impliqué dans la fréquence d'apparition de ce phénotype (72). 
Un second facteur environnemental connu pour favoriser le phénotype SCV de S. 
aureus est la présence de P. aeruginosa. Étant les deux pathogènes les plus souvent 
isolés des voies respiratoires fibro-kystiques, il est fréquent que ces deux bactéries 
colonisent simultanément le même patient. En 2007 l'équipe de Miller (Hoffman et al., 
2006) a montré que le 4-hydroxy-2-heptylquinoline-/V-oxide (HQNO) produit par P. 
aeruginosa pouvait induire le phénotype SCV dans une population entière de S. aureus 
en contact constant avec cette molécule. Le HQNO fait partie de la grande famille des 
4-hydroxy-2-alkylquinolines (HAQs) dont l'activation dépend du quorum-sensing de P. 
aeruginosa. L'effet du HQNO sur les SCVs est attribuable à sa capacité à inhiber la 
chaîne de transport des électrons de S. aureus et ainsi mimer le phénotype SCV (Miller 
et al., 1980). Cependant, leurs résultats montrent également qu'après un court contact 
avec le HQNO la fréquence de SCV post-traitement était augmentée. Cette dernière 
observation suggère un mécanisme d'adaptation de S. aureus face au HQNO. Les 
interactions entre ces deux pathogènes seraient donc beaucoup plus complexes qu'une 
simple cause à effet transitoire entre le HQNO et la chaîne respiratoire de S. aureus. 
I.IV INTERACTIONS BACTÉRIENNES 
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Il existe plusieurs types d'interactions possibles entre ces deux pathogènes des voies 
respiratoires. C'est le cumul de ces interactions qui mènera à différents scénarios et 
cinétiques d'infection, le tout également influencé par des facteurs environnementaux tel 
que la présence d'antibiotique et la réponse immunitaire de l'hôte. Tout d'abord, l'une 
des interactions souvent rapportées entre ces pathogènes est l'effet antagoniste de P. 
aeruginosa sur S. aureus. Cette dernière peut se traduire par une simple compétition 
entre les deux organismes pour obtenir certaines ressources, mais également par un 
impact direct sur la survie de ceux-ci. Les impacts réels de ce type d'interactions sont 
encore peu connus sur les infections reliés à la fibrose kystique. Par contre, de 
nombreuses études s'entendent pour dire que ces organismes ont une activité 
antagonisme démontrée in vitro. Une grande partie des interactions antagonistes de P. 
aeruginosa provient de molécules extracellulaires contrôlées ou impliquées dans son 
système de quorum-sensing. 
a) Premier système de QR chez P. aeruginosa 
Les acyles homosérines lactones (AHLs) sont les molécules autoinductrices chez P. 
aeruginosa comme chez la plupart des Gram négatifs, qui sont à la base du système de 
quorum-sensing. Une fois sécrétés dans le milieu extracellulaire, ils pourront pénétrer 
dans la cellule bactérienne par diffusion simple et s'y accumuler. Lors d'une infection 
par P. aeruginosa, au moment où la population atteint une densité assez élevée, l'AHL 
produit par l'enzyme Lasl pourra interagir avec son récepteur LasR. Une fois associé 
dans le cytoplasme, ce complexe pourra lier différents promoteurs de gènes qui sont 
importants dans la virulence de P. aeruginosa. Les gènes ainsi régulés sont lasB qui 
code pour une élastase, iasA qui code pour une protéase, toxA qui code pour une 
exotoxine et aprA qui code pour une phosphatase-alkaline. De façon parallèle, le 
complexe autoinducteur/LasR activera le deuxième système de quorum-sensing chez P. 
aeruginosa, en induisant le gène du récepteur RhIR (Fig. 6). 
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La protéine RhIR ainsi formée pourra se complexer au deuxième autoinducteur 
préformé, RhII. Une seconde myriade de gènes importants pour la virulence de la 
bactérie seront ainsi induits (rpoS, rhIAB, lecA et Rh) ainsi que es gènes lasA et aprA. 
De façon intéressante dans les deux systèmes de quorum-sensing, une boucle de rétro-
activation est présente alors que parmi les gènes activés par le complexe 
autoinducteur/récepteur, on retrouve les gènes codant pour l'autoinducteur last et rhll. 
Ce qui permet entre autres une réponse rapide et exponentielle au sein de la 
population. De plus, il est connu que l'autoinducteur /V-(3-oxododecanoyl)-homoserine 
lactone (3-oxo-C12-HSL) agit comme un répresseur sur RhIR en empêchant son 
association avec l'autoinducteur N-(butryl)-homoserine lactone (produit de Rhll). Cette 
communication inter-système illustre également bien à quel point il est important pour 
une population bactérienne d'être en mesure de contrôler positivement, négativement 
ou de façon coordonnée l'expression de certains facteurs de virulence (Miller and 
Bassler, 2001). 
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Figure 6. Interactions entre le système de quorum-sensing 
LasI/LasR et celui médié par les AHQs. Tirée de (Fletcher et al., 2007). 
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En plus de contribuer au mécanisme de régulation du quorum-sensing, le 3-oxo-C12-
HSL produit par P. aeruginosa aurait également un impact sur la virulence de S. aureus. 
Effectivement, cette molécule réduirait l'expression des régulateurs de virulence sarA et 
agr chez S. aureus. Leur présence a donc comme effet global de réduire la production 
de toxine et de fibronectin-binding protein mais augmenterait la production de protéine A 
(Qazi et al., 2006). 
b) Deuxième système de QR chez P. aeruginosa 
En plus du système de type Lasl/LasR, P. aeruginosa produit une famille de molécules, 
les 2-alkyl-4-quinolones (AHQs), qui ont des fonctions antibactériennes, antialgue, de 
chélateur de fer, d'immunomodulateur, mais également de quorum-sensing (Deziel et 
al., 2004; Fletcher et al., 2007). Parmi les AHQs, on retrouve le 2-heptyl-3-hydroxy-4-
quinolone (pseudomonas quinolone signal, PQS) qui induit entre autres les gènes 
associés à l'élastase, aux rhamnolipides, à la lectine, à la pyocyanine, à la pompe à 
efflux MexGHI-OpmD et influence la production de biofilm en activant son récepteur 
PqsR (Fletcher et al., 2007). Il a également été montré que le 4-hydroxy-2-
heptylquinoline (HHQ) précurseur du PQS aurait un rôle à jouer dans la communication 
de cellule à cellule chez P. aeruginosa (Deziel et ai., 2004). En plus d'agir 
indépendamment, le système de communication basé sur les AHQs est intimement relié 
au système de quorum-sensing de type Luxl/LuxR. Tel qu'illustré dans la figure 6, les 
autoinducteurs 3-oxo-C12-HSL et N-(butyryl)-homoserine lactone complexés à leur 
récepteur respectif interviennent directement dans la régulation de PqsR. 
Les rhamnolipides contrôlés par ce deuxième système de quorum-sensing, auraient 
possiblement divers effets antagonistes sur S. aureus. Parmi les diverses rhamnolipides 
produit par Pseudomonas, certains inhiberaient la croissance des staphylocoques 
(Haba et al., 2003). De plus, il est relaté que l'action de biosurfactant des rhamnolipides 
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pourrait détruire le biofilm de certaines bactéries retrouvées chez les patients fibro-
kystique (Irie et al., 2005). La pyocyanine, aussi sous le contrôle de ce système de 
quorum-sensing, aurait pour effet de réduire la croissance d'une population de S. 
aureus et tout comme le HQNO d'induire le phénotype SCV parmi celle-ci (Biswas et al., 
2009). 
c) Autres types d'intéractions 
Parmi les interactions connues entre P. aeruginosa et S. aureus, on retrouve également 
une interaction antagonisme en lien avec la présence de fer dans le milieu. Cette 
intéraction semble par contre encore mitigée et ce, surtout dans un contexte de fibrose 
kystique. D'un coté, il a été montré que P. aeruginosa pouvait utiliser le fer libéré par S. 
aureus suite à sa lyse qui elle-même, est engendrée par la présence de molécules 
antistaphylococcal produite par P. aeruginosa. En fait, Mashburn et al. (2005) ont 
montré dans un modèle in vivo que les gènes de P. aeruginosa associés à l'acquisition 
du fer étaient sous-exprimés lorsque S. aureus était présent en co-culture (Mashburn et 
al., 2005). Cela suggérait que S. aureus augmentait la disponibilité du fer pour P. 
aeruginosa. Par contre, récemment il a été suggéré que S. aureus serait plutôt un 
compétiteur direct de P. aeruginosa pour l'acquisition du fer. En fait, dans un milieu 
limitant en fer, une augmentation de la production de sidérophores par P. aeruginosa a 
été notée, mais à également mené à une augmentation globale des souches de P. 
aeruginosa ne produisant pas de sidérophores, nommées « cheats » et qui ne sont pas 
limitées par la demande énergétique engendrée par la production de sidérophores 
(Harrison et al., 2008). Ainsi, il est évident qu'une interaction inter-espèce et extra­
espèce est produite par le biais des sidérophores. Par contre, leur impact reste encore à 
prouver chez les patients fibro-kystiques sachant que les concentrations de fer sont 
relativement élevées dans les voies respiratoires de ceux-ci (Stites et al., 1999). 
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Un deuxième type d'interaction retrouvé entre ces bactéries est le synergisme. Il est 
question de synergisme lorsqu'une espèce ou genre bactérien a un impact positif 
additionnel sur une seconde bactérie comparativement aux infections des deux 
bactéries prises individuellement. Par exemple, il est connu que certaines bactéries 
peuvent être retrouvées de façon plus précoce chez ces patients pour ensuite favoriser 
l'établissement d'un second pathogène. L'exemple se prête bien au cas des infections 
par S. aureus et P. aeruginosa. Effectivement, il a été proposé que la présence de 
Staphylococcus aureus dans les voies respiratoires des patients touchés par la fibrose 
kystique, favoriserait une colonisation subséquente par P. aeruginosa en fragilisant les 
parois du site d'infection (Lyczak et al., 2002). Ce type de synergisme indirect a 
également été montré par Worlitzsch et al. en 2002, qui suggèrent que la colonisation 
des voies respiratoires par un phénotype mucoïde de P. aeruginosa produirait un 
environnement anaérobique qui influencerait la population microbienne entre autres en 
favorisant l'apparition de micro-colonies formatrices de biofilm de P. aeruginosa 
(Worlitzsch et al., 2002). Il a également été montré qu'un environnement anaérobique 
induisait la formation de biofilm de façon /'ca-dépendant chez S. aureus (Cramton et al., 
2001 ). Ce type d'interaction entre deux bactéries productrice de biofilm prend toute son 
importance dans le cas de la fibrose kystique où la détresse respiratoire, entre autres 
causée par le biofilm bactérien, est l'une des causes principales de morbidité (Besier et 
al., 2007). 
I.V TRAITEMENT ANTIBIOTIQUE ET FIBROSE KYSTIQUE 
Les approches de traitement pour diminuer la détérioration des fonctions pulmonaires 
sont habituellement très différentes d'un patient à l'autre. Elles peuvent consister à des 
techniques manuelles de désobstruction des voies respiratoires, des traitements aux 
anti-inflammatoires ou avec des composés muco-actifs. Dans les cas les plus graves, la 
détérioration des poumons nécessitera une ventilation non-invasive temporaire ou 
encore une transplantation pulmonaire bi-latérale. Par contre, dans le but de prévenir le 
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plus possible les infections respiratoires plusieurs stratégies de traitement aux 
antibiotiques sont utilisées. Parmi ces antibiotiques, plusieurs sont utilisés pour le 
contrôle des infections à P. aeruginosa. Bien que certains d'entre eux n'aient aucun 
effet connu sur S. aureus, d'autres comme la tobramycine sont connus pour stimuler le 
phénotype SCV. 
I.VI OBJECTIF DE RECHERCHE 
Tel que mentionné précédemment, la liste des microorganismes présents chez les 
patients fibro-kystiques est en constante évolution. En 2010, une étude se basant la 
technologie des puces à ARNr 16S rapportait la présence de près de 1012 taxa 
bactériens différents dans un seul échantillon de mucus (Cox et al., 2010). Cependant, 
malgré le fait que les infections polymicrobiennes sont bien connues chez ces patients, 
les études sur les interactions inter et intra-pathogènes et leurs effets sur l'infection sont 
encore à leurs balbutiements. De plus, la présence de S. aureus dans les voies 
respiratoires des patients adultes fibro-kystiques témoigne bien de sa capacité 
exceptionnelle à s'adapter à différents environnements et suggère un rôle potentiel dans 
la pathologie (Besier et al., 2007; Kahl et al., 1998). Bien que l'impact de ses 
interactions avec P. aeruginosa et avec certains antibiotiques ait été extrapolé à partir 
d'expérience in vitro, peu d'études se sont penchées sur l'état de S. aureus directement 
chez les patients. La nécessité de continuer la recherche dans le but de mieux 
comprendre les raisons et les impacts de la présence de S. aureus et des SCV chez les 
patients adultes atteints de fibrose kystique est donc primordiale et pourrait permettre 
d'adapter les traitements antibiotiques administrés à ces patients. 
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CHAPITRE II 
INSERTION DE L'ARTICLE 1 
LL.L AVANT PROPOS 
C'est d'abord dans le but de mieux comprendre l'implication du pathogène S. aureus et 
des SCVs dans les infections respiratoires touchant les patients atteints de la fibrose 
kystique qu'a été mis sur pied le premier volet du projet. Bien que certains facteurs 
environnementaux potentiellement retrouvés chez ces patients aient montré leur impact 
positif sur l'apparition du phénotype SCV, peu d'étude clinique font le point sur l'état des 
populations de S. aureus retrouvés chez ces patients. L'augmentation de la fréquence 
de ce pathogène avec l'âge grandissant des populations de patients pousse également 
à se questionner sur le rôle que joue S. aureus dans ces infections. C'est dans ce 
contexte que s'inscrit l'article suivant. 
IL.LL CONTRIBUTIONS 
David Lalonde Séguin (1er auteur): Est la personne qui a participé activement 
à la planification expérimentale du projet et qui était responsable du suivie et de 
l'échantillonnage lors de l'étude clinique mais également de la création d'une 
banque d'isolats de S. aureus et P.aeruginosa. Est le manipulateur principal qui 
a généré la majorité des résultats tels que la détermination de la résistance aux 
antibiotiques, les tests d'hypermutabilité, d'auxotrophie, de production de 
biofilm des isolats cliniques ainsi que de leur caractérisation génotypique et 
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moléculaire. C'est l'auteur qui a préparé le premier jet de l'article et finalisé les 
versions subséquentes. 
Gabriel Mitchell (2eme auteur): Est un auteur qui a grandement aidé à la 
planification expérimentale du projet. II a également contributé à caractériser 
les isolats au niveau de leur production de biofilm et de leur hypermutabilité. 
Eric H Frost (3eme auteur): Planification expérimentale du projet. 
Sophie Michaud (4eme auteur): Planification expérimentale du projet. 
André M. Cantin (5eme auteur): Médecin traitant et planification expérimentale 
du projet. 
François Malouin (dernier auteur): Principal investigateur du projet, 
chercheur responsable et écriture du manuscrit. 
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ABSTRACT 
Small-colony variants (SCVs) of Staphylococcus aureus have been associated with 
chronic lung infections during cystic fibrosis (CF) but little is known about the impact of 
S. aureus and SCVs in the adult CF population. In this study, we evaluated the 
incidence and characteristics of S. aureus and, more particularly SCVs, in regard to P. 
aeruginosa colonization, antibiotic therapy and patients'clinical data among a cohort of 
31 adult CF patients. S. aureus isolates were cultured from sputum specimens or deep 
throat swabs and characterized (Agr typing and multiple-locus variable-number of 
tandem repeat analysis, SCV phenotype, antibiotic susceptibility profile, SCCmec types 
for MRSA, biofilm production, hypermutability). Results showed that 52% of patients 
(16/31) were positive for S. aureus including 7 patients positive for SCVs. Normal S. 
aureus and SCVs were frequently isolated from patients who were not receiving 
antibiotic treatment (50% [8/16] and 71% [5/7], respectively). P. aeruginosa was more 
frequently isolated (73%) in the 15 S. aureus-negative patients than in the 16 S. aureus-
positive patients (73% versus 44%), whereas SCVs were apparently not associated with 
the presence of P. aeruginosa. Overall, 87% of S. aurews-positive patients were 
colonized with isolates resistant to at least one antibiotic, 19% were colonized with 
MRSA and an important population of aminoglycoside-resistant strains was also 
detected. Although isolated SCVs produced more biofilm than prototypical S. aureus (P 
< 0.05), neither normal S. aureus strains nor SCVs had a detectable impact on the 
patient forced expired volume in 1 second (FEV1). In contrast, the presence of P. 
aeruginosa was associated with a lower FEV1 (P < 0.05). Finally, although we found 
some hypermutable strains, the presence of SCVs was not necessarily associated with 
a high mutation frequency in genetically-related co-isolates of the normal phenotype. 
Our results suggest that S. aureus isolates are well equipped (resistance determinants, 
SCV phenotype, biofilm production) for long-term persistence in adult CF patients. A 
longitudinal study is now necessary to evaluate their impact on the health of patients 
over time. 
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INTRODUCTION 
Cystic fibrosis (CF) is a common life-shortening autosomal recessive disorder promoting 
chronic polymicrobial infections and bronchopulmonary inflammation that ultimately 
cause respiratory insufficiency (4). Staphylococcus aureus and Pseudomonas 
aeruginosa are prevalent pathogens recovered from the lungs of CF patients (30, 40). 
Although many studies support the clinical importance of P. aeruginosa, recent data 
show a noticeable increase in the prevalence of S. aureus among CF patients together 
with an increase life expectancy of adult patients (14, 19, 69). Studies that examined the 
impact of S. aureus in CF lung infections are often contradictory and it role is still 
unclear. Some studies attributed a deleterious impact of S. aureus on airway 
inflammation (1, 60) whereas others reported no impact or even a better prognosis 
following S. aureus colonization (39, 44). A better understanding of the contribution of S. 
aureus to the health condition of adult CF patient is definitely required. 
Subpopulations of S. aureus small-colony variants (SCVs) are often found in the airways 
of CF patients (26, 72). In contrast to prototypical S. aureus, SCVs exhibit tiny, non-
pigmented colonies expressing a set of virulence factors that favor host-tissue 
colonization and intracellular persistence (2, 36, 46, 47, 49). SCVs are classified in two 
major groups: those that have a defective electron transport chain that can often be 
restored by supplemental hemin or menadione and those that are no longer able to 
synthesize thymidine due to mutations in the folate pathway (9, 57). The electron-
transport-defective SCVs are more resistant to aminoglycoside antibiotics that need the 
membrane potential for uptake (7, 45, 57). Furthermore, thymidine-dependent SCVs 
resist to the antimicrobial activity of folate pathway inhibitors such as trimethoprim and 
sulfamethoxazole by the uptake of extracellular thymidine. These intrinsic low 
susceptibilities of SCVs are thought to contribute to their persistence in CF patients on 
antibiotic treatment. 
Persistence of bacteria in chronic infections has been associated with biofilm production 
(13, 17, 40). Biofilms are known to confer protection from host defenses but also against 
antibiotic treatment (21, 66). In a CF context, biofilms are usually associated with the 
mucoid form of P. aeruginosa which contributes to reduce the already low ciliary 
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clearance efficacy, and increase airway plugging (23, 40). In contrast, very little is known 
about the effect of S. aureus biofilm on the medical condition of CF patients. The 
formation of biofilm is likely to favor the establishment of chronic infections by S. aureus 
and may explain the difficulties often encountered in treating some staphylococcal 
infections as well as their recurrence even after apparently successful treatment. 
The impact of environmental factors on the incidence of SCVs is still not completely 
understood, but it is thought that exposure to some antibiotics may increase the 
presence of SCVs. As an example, electron-transport-defective SCVs are often 
recovered from culture of normal S. aureus strains exposed to aminoglycosides (46, 72), 
but little is known about the impact of aminoglycoside therapy on the appearance of the 
SCV phenotype in CF patients. Another example includes thymidine-dependent SCVs 
that are often associated with the clinical use of trimethoprim and sulfamethoxazole and 
that may also be generated by the hypermutability of some strains (5, 62). Besides, 
other non-antibiotic factors may favor the SCV phenotype such as the mammalian 
intracellular milieu (70) and the action of the pseudomonal quorum-sensing molecule, 
the 4-hydroxy-2-heptylquinoline-A/-oxide (HQNO), which specifically inhibits electron 
transport in Gram positive bacteria (31, 38, 48). The impact of HQNO on the emergence 
of SCVs may be particularly relevant to infections found in CF lungs as numerous 
studies report co-infection of CF patients with S. aureus and P. aeruginosa (30, 40). 
However, questions remain unanswered about the actual influence of P. aeruginosa on 
S. aureus in vivo and, more particularly, on the emergence of SCVs in CF airways. 
Few studies have addressed the status of S. aureus and SCV colonization in CF 
patients and their contribution to the pathology (for a review see (34)). The aim of this 
work was first to characterize S. aureus isolates from the respiratory tract of adult CF 
patients. We looked for the SCV phenotype, conducted genetic profiling, determined 
antibiotic susceptibility profiles, measured biofilm production and detected hypermutable 
S. aureus isolates. This study is also one of the few attempts to associate the incidence 
of SCVs in the CF airways to antibiotic therapies and co-infection with P. aeruginosa as 
well as to clarify the clinical significance of S. aureus infections in CF patients. 
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METHODS 
Patients and specimens. A total of 31 adult patients (12 males and 19 females) 
regularly treated at the Cystic Fibrosis outpatient clinic of the Centre Hospitalier 
Universitaire de Sherbrooke (CHUS, Québec, Canada) were enrolled in the study. The 
age of patients ranged from 18 to 41 year old (mean of 25). Specimens taken from 
January 2008 to March 2009 were obtained from sputum samples or deep throat swabs 
when no bronchial secretions were produced. For each patient only one specimen was 
collected and analyzed at the yearly routine visit or during hospitalization 
(exacerbations). This study was approved by the ethics review board of the CHUS. 
Informed consent was obtained from all subjects prior to recruitment to the study. 
Collection of clinical data. Clinical data were associated with each specimen and 
included age, sex, medical condition, FEV1 (forced expired volume in 1 second) and 
antibiotic treatment at the time of the visit. The FEV1 was recorded with a Jaeger 
MasterScope spirometer (VIASYS Healthcare GmbH, Hochberg, Germany) and was 
expressed as a percentage of the predicted value (100%) which depends on the sex, 
age and body height of each patient. The medical condition was evaluated by the Cystic 
Fibrosis outpatient clinic's respirologist and was divided in two categories: stable or 
exacerbation. 
Microbiology. For all specimens, detection of S. aureus and P. aeruginosa was made 
by routine methods. Briefly, specimens were streaked on sheep blood agar, mannitol 
salt agar (MSA) and MacConkey agar and incubated at 35°C for at least 48 h. 
Suspected S. aureus colonies were confirmed with the Pasteurex Staph Plus test (Bio-
Rad Laboratories, Marnes-La-Coquette, France) and detection of catalase. P. 
aeruginosa colonies growing on MacConkey agar were confirmed by the oxidase test 
and their growth at 42°C, the production of typical pigments on Mueller-Hinton agar and 
the Vitek II XL AutoMicrobic System Gram-negative identification card (bioMerieux Vitek, 
Hazelwood, Mo.). To further confirm the presence of prototypical S. aureus and to 
facilitate detection of SCVs, a portion of each sample was also treated as follow. For 
sputum samples, 100 /A of DTT (100 mg/ml) were added to 100 mg of sputum (23, 29). 
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From this solution, 100 //I were then added to 10 ml of « NaCI broth » which consisted of 
7.5 g of tryptone, 1.25 g of neutralized liver digest, 2.5 g of yeast extract, 37.5 g of NaCI, 
5 g of (D-)mannitol, 2 g of glucose, and 0.5 g of thymidine in a final volume of 500 ml. 
For deep throat specimens, swabs were directly used to inoculate 10 ml of « NaCI 
broth ». Cultures were aerobically incubated at 35°C with shaking (225 rpm) for 48 h. 
Aliquots were then plated on two different media. MSA was used for detection of 
prototypical S. aureus while brain-heart infusion agar (BHIA) supplemented with 10 
//g/ml of nalidixic acid, 10 jug/ml of polymyxin B and 2 //g/ml of gentamicin (BHIA-SCV) 
was used to suppress Pseudomonas sp. and to support the growth of SCVs (20, 22, 23, 
51). 
From each sample, a maximum of 8 prototypical S. aureus and SCV colonies was 
isolated from MSA or BHIA-SCV. Very small and non-pigmented colonies were 
considered to be SCVs. All prototypical colonies and SCVs were confirmed to be S. 
aureus by PCR detection of the femA gene (32) and of the 668 pb product amplified 
from the nuc gene by using the following primer sequences: nue FWD 5'-
GGCAT CT AG AGCT AAGT CGTGGC ATAT GT AT GGC-3' and nuc REV 5'-
CCGCACTAGTCCTTGACCTGAATCAGCGTTG-3'. The mecA gene coding for the low-
affinity penicillin-binding protein responsible for methicillin resistance in S. aureus (50) 
was also tested by PCR. All isolates were kept at -86°C until used. 
Auxotrophy of SCVs. An agar diffusion method was used to complement the 
respiratory deficiency and slow growth of SCVs using hemin or menadione (10 //g 
each/well) on an inoculated tryptic soy agar (TSA) plate. A well containing a mixture of 
both hemin (10 //g) and menadione (10 //g) was also used on the plate. Thymidine at a 
concentration of 100 //g/well was tested as previously described (36). Auxotrophy for 
specific supplements was detected by a zone of normal abundant growth surrounding 
the well after 18 h of incubation at 35°C. 
Genotyping and selection of representative isolates. Multiple-locus variable-number 
of tandem repeat analysis (MLVA) was use to address the genetic profiles of confirmed 
S. aureus colonies (59). The MLVA is based on five loci: sdr, clfA, clfB, ssp and spa. 
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The DNA bands were visualized on an UV transilluminator and photographed. Band 
profiles were both visually evaluated and analyzed by using Quantity One software 
(version 4.6.3 BioRad, Munich, Germany). Any two MLVA patterns differing by one or 
more bands were considered distinct types. Accessory gene regulator (agi) typing was 
done by group-specific multiplex PCR amplification, as described previously (24), 
employing primers that generate different sized fragments from agrgroup I (441-bp), agr 
group II (575-bp) and agr group III (323-bp). Agr I-, II- and Ill-negative strains were 
separately tested for detection of Agr group IV (659-pb). For each patient, a selection of 
representative isolates was made based on MLVA and agr profiles, the presence or 
absence of mecA (and SCCmec types -see below), the normal or SCV phenotype and 
the various auxotrophies for SCVs. 
Hypermutability. The frequency of spontaneous mutations generating rifampicin 
resistance was determined for the studied strain population. Aliquots of freshly prepared 
bacterial suspensions were diluted and spread on BHIA (~109-101° cells) containing 4 
//g/ml of rifampicin and on a control BHIA plate without rifampicin. After 24 h of 
incubation at 35°C, CFU were counted and mutation frequencies were determined by 
dividing the number of resistant CFU by the number of CFU counted on antibiotic-free 
BHIA (53). Isolates showing a frequency of resistance to rifampicin that was >10-fold 
than that of the control strain ATCC 29213 were considered hypermutators (28). 
Statistics were done by one-way ANOVA with Dunnett's post test. 
Minimal inhibitory concentrations (MICs). Antibiotic resistance profiles were 
evaluated by a broth microdilution method as recommended by the Clinical and 
Laboratory Standards Institute (12). Trimethoprim (TMP) and trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMP-SXT at a ratio of 1:19) MICs were both evaluated in Cation 
Ajusted Mueller-Hinton Broth (CAMHB). Tobramycin (TOB), gentamicin (GEN), 
ciprofloxacin (CIP), clindamycin (CLI), erythromycin (ERY), tetracycline (TET), rifampicin 
(RIF) and vancomycin (VAN) were tested in BHI to allow substantial growth of all S. 
aureus isolates including SCVs. Inducible-resistance to CLI was tested for all 
erythromycin resistant isolates by the ERY-CLI D-test (12). Thymidine-dependent 
SCVs, which showed reversion in BHI, were processed differently; MICs for GEN, TOB, 
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TMP and TMP-SXT were done in CAMHB for those strains. SCVs with unknown 
auxotrophy were tested on both media. Oxacillin (OXA) was tested in CAMHB 
supplemented with 2% NaCI. All tested antibiotics were from Sigma-Aldrich. 
Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) typing. Detection of SCCmec 
types was done on all oxacillin-resistant (>4 //g/ml) isolates by using a multiplex PCR 
assay described previously (75). 
Biofilm formation. The extent of biofilm production was evaluated by 
spectrophotometry after growth in 96-well plates and crystal violet staining, as previously 
described (46). Briefly, a 0.5 McFarland suspension was use to inoculate a flat-bottom 
polystyrene microtiter plate incubated at 35°C for 48 h. The biofilm, stained for 30 min 
with crystal violet, was resuspended and then measured by absorbance at 560 nm using 
a plate reader (Bio-Tek Instruments). The results were collected from at least three 
independent experiments in which biofilm production for each isolate was measured 
using four replicates. Results were expressed as a relative percentage defined as the 
mean biofilm production of each individual isolate divided by the mean biofilm production 
of the calibrator strain S. epidermidis ATCC 35984 measured at the same time, 
multiplied by 100. 
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RESULTS 
Distribution of S. aureus and P. aeruginosa infections among CF patients 
Among the 31 patients enrolled in this study, 16 (52%) were positive for the presence of 
S. aureus and 18 (58%) were positive for the presence of P. aeruginosa (Fig. 1). Half of 
the S. aureus-positive patients (8/16 [50%]) did not receive any Pseudomonas-orlented 
therapy (inhaled tobramycin or colistin). Overall, S. aureus was more frequently isolated 
from patients that did not receive antibiotic treatment and that were not colonized with P. 
aeruginosa (6/8 [75%]) although there was no significant difference for S. aureus 
colonization among P. aeruginosa-positive and -negative patients (P> 0.1; fisher's exact 
test). SCVs were isolated exclusively from patients that were also colonized with 
prototypical S. aureus (Fig. 1). In fact, SCVs were found among 7 (44%) of the 16 
patients that were colonized by S. aureus. Like prototypical S. aureus, SCVs were 
frequently isolated from patients that did not receive antibiotic treatment (5/7 [71%]). The 
distribution of SCVs among antibiotic-treated and -untreated patients positive for S. 
aureus was not significantly different using the fisher's exact test (P > 0.1) although a 
trend was observed using the less stringent one-proportion test (P < 0.05, using H0 = 
33%) showing a higher SCV prevalence for untreated patients. Only 1 patient with 
colistin treatment and 1 with tobramycin treatment were positive for SCVs. No particular 
correlation was observed between prevalence of SCV and the presence (3/7 [43%]) or 
absence (4/7 [57%]) of P. aeruginosa. Among the 15 patients that were negative for S. 
aureus, using a nonexclusive distribution, 2 (13%) received azithromycin, 1 (7%) 
received amoxicillin: clavulanic acid, 6 (40%) received colistin, 7 (47%) received 
tobramycin and only 3 (20%) did not receive any antibiotic treatment. Eleven of these 15 
S. aureus-negative patients (73%) were colonized with P. aeruginosa whereas only 7 of 
16 (44%) S. aureus-positive patients were colonized by this bacterium (Fig. 1). There 
was a trend (P< 0.1; one-proportion test using H0=50%) for S. aureus-negative patients 
to be colonized by P. aeruginosa. 
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Fig. 1. Proportion of CF patients colonized by prototypical S. aureus isolates and 
SCVs as a function of antibiotic treatment and presence of P. aeruginosa in 31 
patients. S. aureus-posltive patients are represented in bold face, SCV-positive 
patients are in brackets, and the patients that were not colonized by S. aureus are 
shown on the right. Plus and minus signs designate the presence and absence of 
colonization by P. aeruginosa (Pa), respectively. COL, colistin treatment; TOB, 
tobramycin treatment; NT, no treatment. Significant differences for SCV 
colonization in untreated patients (**, P< 0.05; one-proportion test using H0= 33%) 
and for P. aeruginosa colonization in S. aureus-negative patients compared to 
other groups (*, P< 0.1; one-proportion test using H0= 50%) are shown. 
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Auxotrophy of SCVs 
A majority of characterized SCVs (6/10) seemed to be defective in electron transport as 
their growth was enhanced by the presence of hemin and/or menadione. Interestingly, 3 
patients were colonized by a type of SCV for which abundant growth was only restored 
in presence of both menadione and hemin (Table 1). Only one patient was associated 
with a thymidine-dependent SCV. Overall, 3 patients were colonized by more than one 
type of SCVs based on isolate auxotrophy. Among the collected SCVs, we also found 
some SCVs for which growth was enhanced by an unknown factor provided by co-
isolated prototypical S. aureus strains (Fig. 2). 
Fig. 2. Growth complementation of a SCV (right spot) by a co-isolated S. aureus 
strain (left spot). The picture B shows the SCV isolate for which normal growth is 
achieved when in proximity of a specific co-isolated prototypical S. aureus. The 
pictures A and C show the lack of this observation between the same SCV and 
other co-isolated S. aureus. 
Genotype profiles 
From a total of 122 S. aureus isolates collected from the 16 S. aurei/s-positive patients 
we have prepared a list of 34 distinct S. aureus isolates based on source (patient), 
35 
colony morphology (prototype or SCV), type of auxotrophy if an SCV, MLVA and agr 
typing, antibiotic susceptibility and presence of the mecA gene (Table 1). MLVA 
distinguished 22 different profiles (A to V) among all isolates. Typing of agr allowed the 
detection of agr I, agr II and agr III. No agr IV isolate was detected. Some normal S. 
aureus (large colonies; -L suffix in Table 1) and co-isolated SCVs (-S suffix in Table 1) 
showed identical MLVA and Agr types indicating genetic relatedness (ex: CF1, CF4, 
CF6 isolates). In other cases, co-isolated SCVs and normal S. aureus had distinct 
genotypes. Some patients were colonized with up to three distinct genotypes. We also 
observed that isolates with the same characteristics could be found in different patients 
as in the case of isolates CF1A-L and CF4B-L although their co-isolated SCVs were 
phenotypically different. The 3 MRSA isolates detected in this study were similar in 
MLVA, Agr type and SCCmecbut their antibiotic susceptibility profiles differed (Table 1). 
Antibiotic susceptibility profile 
MICs of 8 classes of antibiotics for the 34 distinct isolates are listed in Table 1. Of the 16 
S. aureus-positive patients, 87% (14/16) were colonized by S. aureus isolates resistant 
or intermediately resistant to at least one antibiotic. Resistance to ciprofloxacin and 
erythromycin were both observed in 31% (5/16) of SA-positive patients. Resistance to 
aminoglycosides could be divided in two groups: intermediate resistance (8 //g/ml) and 
full resistance (>32 //g/ml). All 10 distinct SCVs showed either intermediate (in 6 SCV) or 
full (in 4 SCV) resistance to at least one aminoglycoside. Constitutive clindamycin-
resistance (>32 //g/ml) was detected in 5 distinct patients whereas S. aureus with 
inducible resistance to clindamycin was isolated from 3 other patients. Resistance to the 
folate pathway inhibitor trimethoprim (>32 //g/ml) was found only in 2 patients (4 distinct 
isolates) and was not exclusively associated with the presence of thymidine-dependent 
SCVs. Of the 4 isolates showing resistance: one was a prototypical isolate, one was a 
thymidine-dependent SCV, one was a SCV with multiple auxotrophies and one had a 
SCV with an unknown auxotrophy. The thymidine-dependent SCV also showed 
resistance to the sulfamethoxazole/trimethoprim combination. All together, 19% (3/16) of 
SA-positive patients were colonized with MRSA based on oxacillin resistance and mecA 
amplification. All MRSA were also resistant to ciprofloxacin (>64 //g/ml) and 
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erythromycin (>64 //g/ml). All isolates were susceptible to tetracycline, rifampicin and 
vancomycin. No particular association was observed between the antibiotic treatment at 
the time of sample collection and the incidence of a specific type of resistance (data not 
shown). 
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Table 1. Antibiotic susceptibility profile and characteristics of S. aureus isolates 
Isolates Aux -
Genotype Minimal inhibitory concentration (|ig/ml) 
PA 
agr MLVA SCCmec OXA" TOB GEN TMPb SXT/TMP" CIP ERY eu TET VAN RIF 
ATCC 29213 0.25 1 1 ND ND 0.5 0.25-0.5 0.12 0.12-0.5 1-2 0.015 
CF1A-1 A 0.5 0.5-1 0.25-0.5 0.5 0.06/1.2 0.12-0.25 0.12-0.06 0.12 0.06-0.12 1-2 0.008-0.02 
CF1C-S H 2 A 0.25-0.5 4-8 (1) 4-8(1) 1 0.5/9.5 0.25 0.12 0.12 0.12 2 0.015 0 0 
CF1D-S U A - 8(1) 2 - - 0.12 0.06-0.12 >32 0.06-0.25 2 0.003-0.025 
CF2A-L 1 B 0.5 0.5-0.25 0.25-1 0.5 0.06/1.2 0.25-0.5 0.25-0.5 0.12 0.5-2 0.5-0.25 0.025-0.06 
CF2C-L 3 C 0.5 2 2 2 0.03/0.6 0.12 0.12 0.12 0.25 1 0.004 0 0 
CF28-S H D 0.5 4-8 (1) 4 4 0.12/2.4 0.12-0.25 0.06-0.25 0.12 0.06-0.12 1-2 0.012-0.06 
CF4B-L 
2 
A 0.5-1 1 1 2 0.06/1.2 0.5 0.25-0.5 0.12 0.12-0.5 1-2 0.015 
0 0 
CF4B-S M A 0.5 4-8(1) 1-8 (D 4 0.06/1.2 0.5 0.125-0.06 <0.06 0.03-0.06 2 0.03-0.05 
CF5A-L E 0.25 0.5 0.25 4 0.03/0.6 1-2 0.03-0.12 0.12-0.25 0.06-0.03 1 0.03-0.05 
CF5C-S U 3 E - 4-8 (1) 1-8 2 0.06/1.2 0.5-1 0.062 0.12 0.03-1 1 0.002-0.015 0 + 
CF5E-S H+M D 0.12 8(1) 8 8 0.03/0.6 1 0.062 0.12 0.06 2 0.002 
CF6B-1 F 0.5 >32 (R) >32 (R) >32 (R) 0.12/2.4 2 0.25 0.06 0.06-0.12 1 0.008-0.015 
CF6A-S T 3 F 0.5 >32 (R) >32 (R) >32 (R) 8/152 (R) 0.25-0.5 0.5 0.12-0.25 0.12-0.25 2 0.015-0.03 0 + 
CF6C-S H+M F 0.5 >32 (R) >32 (R) >32 (R) 0.25/4.8 0.25 0.25 0.125 0.06-0.12 1 0.008-0.015 
CF7A-L 
2 
G II >128(R) >32 (R) 0.5 0.5 0.06/1.2 >64 (R) >64 (R) >32 (R) 0.06-0.12 1-2 0.015-0.03 COL + 
CF7D-L G 0.25 0.5 0.5 0.5 0.03/0.6 >64 (R) >64 (R) >32 (R) 0.06-0.12 1 0.015-0.03 
CF8A-L H 0.25 0.5 0.5 1 0.06/1.2 1 1(1) 0.125 0.5 2 0.008 
CF8C-L 1 1 0.5 1-2 1-2 2 0.06/1.2 0.25-0.5 0.25 0.12-0.25 0.12-0.25 1-4 0.008-0.06 0 0 
CF8D-L J 0.125 4 4 2 0.06/1.2 0.25 0.25 0.12-0.25 0.12 2-4 0.004 
CF9A-L 
2 
G II >128(R) >32(R) 0.5-2 1 0.06/1.2 >64 (R) >64 (R) 0.12e 0.06-0.25 1 0.03-0.06 COL + 
CF9F-1 K 0.5 >32(R) >32 (R) 2 0.06/1.2 >64 (R) >64 (R) 2 0.25-0.5 0.5-2 0.015-0.06 
CF10B-L 1 L 1 0.5-1 0.5-1 1 0.12/2.4 0.12-0.5 >64 (R) 16-32 (R) 0.12-0.25 1 0.008-0.03 COL + 
CF10A-S H+M l 0.25 >32 (R) >32 (R) 2 0.06/1.2 0.25 >64 (R) 16-32 (R) 0.06 1-2 0.008 
CF18A-L 2 M 0.5 1-4 0.5-4 8 0.03/0.6 0.12-0.5 >64 (R) 0.12' 0.12-0.25 1 0.008-0.015 0 + 
CF18E-1 1 N 1 1 0.5-1 4 0.25/4.8 0.25 0.25 <0.06 0.12-0.25 1-4 0.004-0.015 
CF19A-L 0 0.5-1 1 0.5-1 0.5 0.03/0.6 4-8 (R) 0.12-0.25 0.12 0.12-0.25 1-2 0.015-0.008 
CF19B-L 1 P 0.5 2 2 2 0.06/1.2 4 (R) 0.125 0.12 0.12-0.25 2-4 0.008 TOB 0 
CF19A-S U Q 1 >32 (R) >32 (R) >32 (R) 0.25/4.8 1 0.25 0.12 0.06-0.25 1-2 0.008-0.015 
CF22A-L 1 R 0.5-1 0.5-4 0.5 2 0.12/2.4 0.25-0.5 0.25 0.06 0.12 1-2 0.015-0.06 TOB + 
CF29A-L 1 S 0.5 8(1) 4-8(1) 4 0.06/1.2 0.25 0.25 >32 (R) 0.12-0.25 1-4 0.008-0.015 TOB 0 
CF35A-L 2 G II >128(R) 1 1 2 0.06/1.2 >64(R) >64 (R) 0.12' 0.12 2-4 0.015-0.03 TOB 0 
CF43A-L 
3 
T 2 0.5-1 1 1 0.12/2.4 8 (R) >64 (R) >32 (R) 0.12 1-2 0.004-0.008 TOB 0 
CF43B-L U 1 2 1-2 0.25 0.06/1.2 4-16 (R) >64 (R) >32 (R) 0.25 2 0.008 
CF81A-L 3 V 2 0.5 0.5 1 0.12/2.4 0.25 0.25-0.5 0.12-0.25 0.12-1 1-2 0.015 TOB + 
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a MIC tested in CAMHB + 2% NaCI 
b MIC tested in CAMHB 
0 This isolate is presumed to be resistant based on detection of inducible clindamycin resistance. 
Abbreviations: Auxotrophy (AUX) for hemin (H), menadione (M), thymidine (T), unknown (U) or dual auxotrophy for 
hemin and menadione (H+M). The Rx column refers to antibiotic treatment: colistin treatment (COL), tobramycin 
treatment (TOB) and patients that did not received any antibiotic treatment (0). The PA column refer to the 
presence (+) or absence (0) of P. aeruginosa in patient's samples. 
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Hypermutability 
In an attempt to explain the presence of SCV among patients, hypermutability of 
prototypical strains was evaluated as this property could allow mutations helping 
switching to the SCV phenotype (Fig. 3). Only one patient was colonized with S. aureus 
isolates (CF8C-L and CF8D-L) having significantly higher mutation rates with a 
frequency of resistance to rifampicin of 1.4x10"® and 1.6x10"®, respectively, compared to 
that of 1.0x10"7 for the control strain ATCC 29213 (i.e., 14 and 16 fold compared to 
ATCC 29213; P< 0.01 and P< 0.001). 
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Fig. 3. Mutation frequencies in prototypical S. aureus isolates. The graph 
shows the frequency of mutations expressed as fold compared to the 
reference S. aureus strain ATCC 29213. Columns represent means with SD 
from three independent experiments. Black columns refer to isolates co-
isolated with SCVs having identical MLVA profiles. 
Biofilm production by S. aureus isolates 
The extent of biofilm production was measured for all prototypical and SCV isolates from 
the 31 patients and are presented in Fig. 4. A global biofilm production profile was 
estimated by calculating the mean biofilm production of prototypical or SCV isolates that 
were recovered from each individual patient. Hence, we provided two mean values for 
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patients that were co-colonized by prototypical and SCVs isolates, one for biofilm 
production by prototypical isolates and one for SCVs. As shown in Fig. 4, biofilm 
production was significantly higher for SCVs than for prototypical isolates (P < 0.05; 
Mann Whitney test). 
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Fig. 4. Biofilm production of S. aureus isolates (prototypical or SCVs) collected 
from CF patients. Each symbol represents the mean biofilm production of all S. 
aureus isolates with the same phenotype (prototypical or SCV) collected from each 
individual patient. The bars represent the median of each group. A significant 
difference between the prototypical and SCV phenotypes (P < 0.05; unpaired t-
test) is shown. 
Patient health condition and FEV1 
As shown in Fig. 5, the possible impact of S. aureus and P. aeruginosa colonization on 
airway obstruction of CF patients was evaluated by measuring the FEV1. Data were 
collected for 29 of the 31 patients; 2 patients were excluded because the FEV1 was not 
recorded. Fig. 5a shows that the presence of S. aureus did not significantly influence the 
FEV1 (P > 0.05; unpaired Mest). In the same way, the FEV1 of patients with SCV 
colonization were not significantly different than those of patients without SCVs even if 
prototypical S. aureus were present (Fig. 5b). However, the mean FEV1 of patients that 
did not have P. aeruginosa colonization were significantly better than those that were 
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positive for this bacterium whether SCVs were present or not (Fig. 5c). Finally and as 
expected, the FEV1 of patients were significantly lower (P < 0.05) when patients were in 
exacerbation, whether SCVs were present or not (Fig. 5d). 
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Fig. 5. Impact of specific bacterial colonization on FEV1. Graphs show the 
distribution of FEV1 values among patients based on the presence of prototypical 
S. aureus (a), S. aureus SCVs (b), P. aeruginosa (c) and the health condition of 
patients (d). The X-shaped symbols in c and d represent patients that were 
colonized with SCVs. Box symbols represent patients colonized with MRSA. The 
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bars represent the median of each group. A significant difference is reported 
between patients colonized with P. aeruginosa and those that were not and also for 
patients with a stable health condition and those with an exacerbation (P < 0.05; 
Mann-Withney test). 
DISCUSSION 
S. aureus is one of the most commonly isolated bacteria during the first decade of life of 
CF patients but, as patients are getting older, S. aureus shares its niche with the 
deleterious pathogen P. aeruginosa (15, 69). Therefore, the pathogenesis of S. aureus 
was historically studied in a pediatric context. This study is one of the few that reports 
the incidence and the characteristics of S. aureus among an adult CF patient population. 
In agreement with previous investigations, we observed a balanced proportion of P. 
aeruginosa and S. aureus among patients (Fig. 1) (14, 15). Moreover, SCVs were 
recovered from 7 (44%) of the 16 S.aureus-positive patients which is also in line with 
some clinical CF studies that included children ([49%] (33); [46%] (35)). 
It was demonstrated that concentrations of aminoglycosides below the minimal inhibitory 
concentration (MIC) for S. aureus favor the emergence of the SCV phenotype in vitro 
(46, 57). In the present study, SCVs were more frequently isolated from patients that did 
not receive antibiotic treatment (Fig. 1). In fact, only 4/16 S. aureus-positive patients 
received tobramycin. Treatment with inhaled tobramycin usually lead to high mucosal 
concentrations (range 35-7417 jug/g; mean 1237 jug/g\ median 959 //g/g) 10 min after 
the administration of a single dose of tobramycin solution for inhalation 300 mg (10). 
Such mucosal concentrations of tobramycin should normally exceed the MIC for S. 
aureus isolates and SCV subpopulations and thus could temporarily reduce the 
frequency of their detection. It would thus be difficult to establish that tobramycin 
treatment favors emergence of SCVs in patients unless a longitudinal study was 
performed. 
Our results suggest that it is also difficult to associate the presence of P. aeruginosa to 
the emergence of SCVs in patients. Indeed, even if the presence of P. aeruginosa and 
its exoproduct HQNO promote S. aureus SCV formation in vitro (31, 48), it was shown 
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that other pseudomonal factors such as LasA, pyocyanin, hydrogen cyanide, or 
quinoline N-oxides may have a negative impact on the entire population of S. aureus 
(26, 31, 41 ). Moreover, it has been shown that rhamnolipids produced by P. aeruginosa 
are inhibitory for the growth of S. aureus (27, 30, 56). Considering the genetic diversity 
and hypermutability of P. aerugionosa isolates from CF lungs (11, 54, 55), it is possible 
that alteration in the production of one or more pseudomonal molecules and their 
resulting proportions lead to a complex variety of patient-specific interactions between P. 
aeruginosa and S. aureus (inhibition, SCV emergence, indifference) that is difficult to 
correlate with in vitro studies that used prototypical strains. 
To better understand how S. aureus colonizes and remains in adult CF patients, isolates 
were extensively characterized. We used MLVA for typing strains; it has the well-known 
advantages of typing methods based on PCR such as low cost, short time, and ease of 
performance and its effectiveness can be compared to PFGE and MLST (42, 59). In 
agreement with Goerke et al. (25), genotyping results demonstrated the diversity of S. 
aureus isolates that can colonize the airways of CF patients (within and across patients). 
The co-isolation of normal and S. aureus SCVs with identical genotype profiles may 
reflect the phenotype-switching phenomenon recently evidenced in mouse experiments 
(68). On the other hand, the detection of isolates with similar genotype profiles among 
different patients such as some of the MRSA isolates detected in this study may reflect 
cross contamination between patients frequenting the same CF clinic or nosocomial 
transmission from non-CF patient. Indeed, all isolated mecA-MRSA of the present study 
showed an identical MLVA profile, agr type and SCCmectype. Interestingly, spread of 
clonal bacteria among CF patients was mainly reported for P. aeruginosa and was 
indeed associated with visits to a common CF center (40, 61). Unfortunately, detection 
of MRSA in the respiratory tract of CF patients was associated with poorer survival (16). 
Most SCV-positive patients were colonized with double (hemin + menadione) auxotroph 
SCVs (Table 1). It is possible that mutations in each of the biosynthesis pathways 
leading to hemin and menadione provide a more stable SCV phenotype but this remains 
to be further addressed. Moreover, in contrast with other studies, only one thymidine-
dependent SCV was found among the cohort. Thymidine-dependent SCVs are 
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commonly isolated from CF patients that are treated with trimethoprim-sulfamethoxazole 
(5), which was not the case in this study and may explain their low proportion among 
isolated SCVs. Interestingly, we found menadione-dependent and SCVs of unknown 
auxotrophy that could be complemented by prototypical strains. A similar phenomenon 
was already observed with thymidine-dependent SCVs (74), but never with SCVs of 
other auxotrophies. Even if factors providing normal growth to SCVs remain to be 
determined, inter-strain complementation may importantly contribute to the course of an 
infection. Indeed, the capacity of SCVs to grow normally in the presence of their 
prototypical counterparts may increase their fitness in S. aureus-favorable environments 
and inversely, allow a rapid return to the SCV persistent phenotype in harsh 
environments (43). 
It was suggested that the presence of thymidine-dependent SCVs in CF patient lungs 
was associated with the hypermutability of S. aureus (5). Thus, we evaluated the 
mutation frequency of prototypical isolates with identical MLVA types to those found in 
co-isolated SCVs. Of the 5 prototypical-SCV pairs with identical MLVA types, none of 
the prototypical isolates showed a high mutation frequency. Another patient, however, 
was colonized with 2 similar (differ by one band on MLVA profile) prototypical S. aureus 
isolates (CF8C, CF8D) showed mutation frequency that was similar to hypermutators 
described in other studies [~10"6 (5, 28, 58)]. Noteworthy, even if the prevalence of 
hypermutable S. aureus found in this study (8%) was comparable with that of other CF 
studies [15% (58), 14.5 % (5)], the presence of hypermutators cannot explain the 
presence of SCVs because they were not found in patients colonized with SCVs. 
Nevertheless, the presence of hypermutators is a concern based on their reported 
impact on clinical outcome (33, 53, 55, 58). 
Multiple antibiotic resistance profiles were identified among S. aureus isolates found 
among the cohort of adult CF patients. In addition to the well reported reduced 
susceptibility of SCVs to aminoglycosides, the diverse patterns of resistance to 
aminoglycosides observed in many S. aureus isolates probably reflect the presence of a 
variety of aminoglycoside-modifying enzymes (63). Overall, the low susceptibility of 
SCVs and prototypical S. aureus isolates is worrisome especially that tobramycin 
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(TOBI®) is a major chronic P. aeruginosa suppressive treatment option in CF patients 
(10). This may have actually contributed to the overall increase prevalence of S. aureus 
in CF (14, 19, 69). Although inhibitors of the folate pathway were not used in our adult 
CF patients, one thymidine-dependent SCV was found and it was resistant to both TMP 
and SMX. Besides, all trimethoprim-resistant isolates of the present study also showed 
high resistance (>32 //g/ml) to gentamicin and tobramycin. Accordingly, plasmids coding 
for trimethoprim-resistant dihydrofolate reductases are also known to code for 
aminoglycoside-resistance determinants (67, 71). 
Globally, the large proportion of S. aureus isolates showing resistance to at least one 
antibiotic is also a concern. Notably, MRSA were found in 19% of S. at/reus-positive 
patients. According to their SCCmectype, the MRSA of the present study are not part of 
the worldwide family of community-associated MRSA (CA-MRSA) which mainly carry 
the SCCmec types IV, V or VII (8, 18). The observed MRSA resistance to erythromycin 
and tobramycin may be explained by the additional resistance genes carried by the 
SCCmectype II cassette such as ermA and ant(4') (18). Noteworthy, one MRSA isolate 
was co-isolated with a MSSA that shared the same MLVA genotype (MRSA CF7A-L and 
MSSA CF7D-L). This may indicate the ability of some clones to acquire or lose the 
mecA resistance determinant (52, 73). 
Many studies suggested an important role of S. aureus SCVs in chronic infections (33, 
57, 65). We previously demonstrated that SCVs isolated from CF patients express 
virulence factors differently from those observed in prototypical S. aureus (47, 49) and 
that some global virulence regulators like SigB are likely to modulate biofilm formation in 
SCVs (6, 37, 46-48). As it was shown in this study, SCVs were clearly better biofilm 
producers than prototypical isolates. This suggests that the presence of SCVs in the 
airways of CF patients may promote the establishment of a microbial biofilm. In the 
cystic fibrosis context, where obstructive infections worsen the health prognosis of 
patients, it became imperative to study the clinical significance of biofilm production by 
S. aureus SCVs. Our results suggest that the main factor that alters negatively the 
FEV1 is colonization by P. aeruginosa (Fig. 5c). This confirms the observation that the 
presence of P. aeruginosa worsens the patient's medical condition (22, 23) and that S. 
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aureus alone does not seem to be harmful for lung functions (44). However, it is not 
clear if the presence of S. aureus and SCVs precedes, follows or even prevents P. 
aeruginosa colonization of the lungs. As it stands, patients carrying high biofilm 
producers like S. aureus SCVs do not see their FEV1 worsen but it is still possible that 
biofilm production by such SCVs either helps or even prevents P. aeruginosa 
colonization. Indeed, a recent study suggested a protective role of S. aureus for CF 
patients by reporting an increased survival rate of S. aureus-colonized patients waiting 
for lung transplantation (39). Further investigations are evidently required to study the 
impact of polymicrobial interactions in CF patients as exemplified in a recent study in 
which the Streptococcus milleri group seemed to precede a number of acute 
exacerbations in CF patients (64). Here, patients colonized with MRSA strains globally 
showed FEV1 that were similar than those associated with non-MRSA isolates. 
Taken together, the observed characteristics and the antibiotic resistance profiles of S. 
aureus isolates identified in the present study raise some concerns. The first relates to 
the incidence of high-biofilm producer SCVs showing a decreased susceptibility to 
aminoglycosides. These SCVs seem fit to persist and maintain colonization by S. 
aureus. At this time it is not clear if persistence of S. aureus could prevent or help P. 
aeruginosa colonization and a longitudinal study is required to resolve this issue. 
Another concern is the presence of multiresistant MRSA which has already been 
associated with a decline in lung function performance (16, 34, 72). Phenotypic 
switching from SCVs to S. aureus and vice versa as well as isolate cooperation for 
fitness as seen in this study may represent S. aureus properties that favor establishment 
of S. aureus isolates in adult CF patients. 
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CHAPITRE III 
INSERTION DE L'ARTICLE 2 
III.1 AVANT PROPOS 
En parallèle au projet clinique précédent, un deuxième article a été publié. Ce dernier 
avait pour but d'approfondir nos connaissances sur les mécanismes moléculaires 
impliqués dans les interactions entre P. aeruginosa et S. aureus. Une étude 
transcriptionnelle faite sur des SCVs a déjà montré que ceux-ci étaient caractérisés 
par une expression importante du facteur sigB par rapport aux isolats prototypes. 
Supportant cette idée, nous avons démontré que le facteur alternatif sigB était 
nécessaire à l'augmentation de la fréquence d'apparition des SCVs dans une 
population induite par la présence de différents aminoglycosides. Connaissant les 
effets du HQNO de P. aeruginosa sur les SCVs de S. aureus, il était maintenant 
intéressant de savoir si le facteur sigB était aussi impliqué dans ce mécanisme et 
comment cette interaction pouvait favoriser les infections chroniques retrouvées chez 
les patients fibro-kystiques. 
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ABSTRACT 
Background: Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa are often found 
together in the airways of cystic fibrosis (CF) patients. It was previously shown that 
the P. aeruginosa exoproduct 4-hydroxy-2-heptylquinoline-A/-oxide (HQNO) 
suppresses the growth of S. aureus and provokes the emergence of small-colony 
variants (SCVs). The presence of S. aureus SCVs as well as biofilms have both been 
associated with chronic infections in CF. Results: We demonstrated that HQNO 
stimulates S. aureus to form a biofilm in association with the formation of SCVs. The 
emergence of SCVs and biofilm production under HQNO exposure was shown to be 
dependent on the activity of the stress- and colonization-related alternative sigma 
factor B (SigB). Analysis of gene expression revealed that exposure of a prototypical 
S. aureus strain to HQNO activates SigB, which was leading to an increase in the 
expression of the fibronectin-binding protein A and the biofilm-associated sarA genes. 
Conversely, the quorum sensing accessory gene regulator (agi) system and the a-
hemolysin gene were repressed by HQNO. Experiments using culture supernatants 
from P. aeruginosa PA01 and a double chamber co-culture model confirmed that P. 
aeruginosa stimulates biofilm formation and activates SigB in a S. aureus strain 
isolated from a CF patient. Furthermore, the supernatant from P. aeruginosa mutants 
unable to produce HQNO induced the production of biofilms by S. aureus to a lesser 
extent than the wild-type strain only in a S. aureus SigB-functional background. 
Conclusions: These results suggest that S. aureus responds to HQNO from P. 
aeruginosa by forming SCVs and biofilms through SigB activation, a phenomenon 
that may contribute to the establishment of chronic infections in CF patients. 
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Background 
Although cystic fibrosis (CF) is fundamentally a genetic disorder, the majority of 
patients with CF may ultimately succumb to respiratory failure subsequent to chronic 
bacterial infections [1]. In early childhood, lungs of CF patients are often infected with 
Staphylococcus aureus and Haemophilus influenzae, but these organisms are usually 
outnumbered by Pseudomonas aeruginosa as patients become older. However, S. 
aureus often persists in the airways of CF patients and the role of S. aureus in the 
progression of CF patients to respiratory failure is not yet understood whereas 
infections with P. aeruginosa is considered as one of the main factors for a decline in 
lung function and mortality [1]. Interestingly, both organisms are commonly co-
isolated from CF airways [2, 3]. 
Infections with mixed microbial communities are common, although very little is 
known about the importance and the impact of interspecies interactions [4]. It is now 
becoming obvious that the different bacteria found in CF airways interact together in 
several different ways [5-10]. One possibility is that polymicrobial interactions 
influence pathogenic processes such as biofilm formation [1, 9]. Accordingly, the 
biofilm lifestyle is now recognized as an integrated and complex polymicrobial 
community and it is thought that cell-to-cell interspecies signals play a role in the 
control of this behavior [11 ]. 
It has recently been shown that prolonged growth of S. aureus with 
physiological concentrations of the P. aeruginosa exoproduct 4-hydroxy-2-
heptylquinoline-A/-oxide (HQNO) selects for a sub-population of slow-growing 
respiratory deficient S. aureus named small-colony variants (SCVs) [2]. The 
respiratory deficiency of SCVs provides resistance to aminoglycoside antibiotics, 
which can contribute to microbial persistence during antibiotherapy [12], Furthermore, 
it has been recently demonstrated that SCV selection is a survival strategy of S. 
aureus against P. aeruginosa [13], S. aureus SCVs are often isolated from chronic 
infections [12], as in the case of lung infections of CF patients [14-16]. Several studies 
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have shown that S. aureus SCVs possess an increased capacity to invade and 
persist in host cells [14, 15, 17], which is thought to confer the bacterium protection 
against the immune system and the action of antibiotics [17, 18]. Using SCVs isolated 
from cystic fibrosis patients, we have previously demonstrated that the alternative 
transcription sigma factor B (SigB) influences the expression of several virulence 
factors and is associated with an increased ability to adhere, invade and persist within 
host cells [15, 19]. Furthermore, our more recent results suggest that SigB is involved 
in the emergence of SCVs under aminoglycoside pressure [20], which suggests that 
the appearance of SCVs may be a regulated process influenced by environmental 
cues. Our current hypothesis is that SigB plays an important role in the establishment 
of chronic and difficult-to-treat S. aureus infections. 
SigB is involved in the response to environmental stresses such as during 
stationary phase, heat exposure and change in osmotic pressure [21]. Moreover, the 
activity of SigB positively influences the expression of several cell-surface proteins 
whereas it down-regulates a variety of toxins [22], which suggest an important role for 
SigB in pathogenesis. The effect of SigB on virulence gene expression can be direct 
or indirect, since the genes regulated by SigB also include at least another global 
regulator of virulence, sarA (Staphylococcal accessory regulator) [22, 23]. SarA 
modulates the expression of several virulence factors either by stimulating RNAIII 
transcription or by pathway(s) independent of the agr (accessory gene regulator) 
system [24]. In turn, it is proposed that the quorum-sensing agr system controls the 
transition from colonization to dissemination by up-regulating the expression of 
several exotoxins and proteolytic enzymes and by repressing the expression of cell-
surface proteins involved in colonization [25]. agr [26], SigB [27, 28] and SarA [29] 
are known to influence the formation of biofilm by S. aureus. 
At least two different mechanisms of biofilm formation exist in S. aureus [26, 
29-33]. The first mechanism implies the production of the polysaccharide intercellular 
adhesin (PIA), which requires the ica gene cluster, whereas the second mechanism is 
/ca-independent. With opposite effects, SarA and agr are both involved in the ica-
independent mechanism of biofilm formation. SarA is thought to be indirectly required 
for the initial attachment step to biological matrices [29, 32, 33], while agr is 
controlling the dispersal process of biofilms [26]. Recently, Lauderdale et al. [30] have 
shown that SigB is an essential regulator of the /ca-independent biofilm formation and 
suggested that SigB acts upstream of the agr system, allowing the formation of 
biofilm to be regulated as a function of environmental factors. Noteworthy, biofilms 
have been linked to chronic infections, especially in the case of those found in the 
airways of CF patients [1, 34], and an increased formation of biofilms has been 
associated with the SCV phenotype [20, 35]. 
The aim of this study was to investigate the association between the 
production of HQNO by P. aeruginosa, the emergence of SCVs and biofilm 
production by S. aureus, and the activity of SigB. 
61 
Results 
HQNO inhibits the growth of normal strains and provokes the emergence of 
SCVs in S. aureus 
Fig. 1 confirms that HQNO suppresses the growth of S. aureus and causes 
the emergence of SCVs. Isolates CF1A-L and CF1D-S are two related strains co-
isolated from a CF patient which have a normal and a SCV phenotype, 
respectively (see Methods). At a concentration of 10 ng/ml, HQNO significantly 
attenuated the growth of CF1A-L (P < 0.01 from 6 to 12 h of growth; two-way 
ANOVA followed by a Bonferroni's post test) whereas HQNO had no apparent 
effect on the growth of CF1D-S which was already significantly slower than that of 
CF1A-L in the absence of HQNO (P < 0.001 from 6 to 12 h of growth; two-way 
ANOVA followed by a Bonferroni's post test) (Fig. 1A). Similar observations were 
also reproduced with other strains (two normal and one SCV; data not shown). 
Fig. 1B shows that an overnight treatment with HQNO provokes the emergence of 
SCVs from CF1A-L, as determined by plating the culture on solid medium 
containing a concentration of gentamicin selective for the SCV phenotype. Very 
little or no SCV were detected on gentamicin plates when cultures were not 
exposed to HQNO (Fig. 1B). Hence, this technique allowed detection and 
quantification of SCVs emerging during the growth of normal bacteria exposed or 
not to HQNO. This approach was thus used to distinguish the transitory 
suppression of growth of normal S. aureus by HQNO from the emerging slow-
growing SCVs for which gentamicin resistance and slow growth persist even after 
removal of HQNO. Fig. 1C shows that 10 ^g of HQNO/ml significantly increased 
the presence of SCVs in cultures of the prototypical strains ATCC 29213, 
Newman and Newbould as well as of the other normal strains isolated from CF 
patients CF03-L, CF07-L and CF1A-L. Differences in HQNO-mediated SCV 
emergence between strains were not significant, except between ATCC 29213 
and Newbould (P < 0.01; one-way ANOVA followed by a Tuckey's post test). 
These results corroborate that HQNO generally suppresses the growth of normal 
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S. aureus populations and provokes the emergence of SCVs from strains of 
different origins. 
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Figure 1. HQNO inhibits the growth of normal S. aureus strains and 
provokes the emergence of SCVs. (A) Growth curves of the normal strain 
CF1A-L (•) and SCV CF1D-S (•) exposed (dotted lines) or not (solid lines) 
to 10 jig/ml of HQNO. (B) Pictures show SCV colonies grown on agar 
containing a selective concentration of gentamicin following or not an 
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overnight treatment of strain CF1A-L with 10 ng/ml of HQNO. (C) Relative 
number of SCV CFU recovered after 18 h of growth from strains ATCC 
29213, Newman, Newbould, CF03-L, CF07-L and CF1A-L following (black 
bars) or not (open bars) treatment with 10 fig/ml of HQNO. Data are 
presented as means with standard deviations from at least three 
independent experiments. Results are normalized to the non exposed 
condition for each strain (dotted line). Significant differences between 
untreated and HQNO-treated conditions are shown (*, P< 0.05; **, P< 0.01; 
***, P< 0.001; unpaired Mest). 
HQNO stimulates biofilm production in normal strains but does not alter 
high biofilm production in SCVs 
Several pairs of related normal and SCVs strains were used in order to 
study the effect of HQNO on biofilm production by S. aureus. Fig. 2A shows that 
SCVs produce significantly more biofilm than their normal counterparts. The use 
of the strain Newbouldhe/nf? (which is a stable laboratory-derived SCV) ensured 
that SCVs (and not revertants) are indeed responsible for this increase in biofilm 
production (at least in the case of NewbouldhemS). Furthermore, as shown in 
Mitchell et al. [20], supplementation of the SCV strains CF03 and CF07 with 
menadione abolished this phenomenon and thus demonstrated that if there was a 
reversion of SCVs to the normal phenotype, the biofilm production would be 
greatly reduced. 
Besides, the presence of HQNO at 10 jig/ml did stimulate biofilm 
production in the normal strains (Fig. 2B-C). This observation was statistically 
significant for the normal strains ATCC 29213, Newman, Newbould, CF03-L, 
CF07-L and CF1A-L whereas HQNO had no detectable effect on the already high 
biofilm production of the SCV strains NewbouldfremB, CF03-S, CF07-S and 
CF1D-S (Fig. 2C). Moreover, CF03-L produced significantly more biofilm than 
ATCC 29213 and Newman in presence of HQNO, revealing that the amplitude of 
the response of normal strains to HQNO may individually differs (Fig. 2C). 
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Interestingly, an overnight exposure to 10 jig/ml of HQNO resulted in a significant 
increase in biofilm production (P< 0.05) for strain Newman, CF03-L and CF1A-L 
even after sub-culturing strains in HQNO-free medium (data not shown). This 
indicates that an exposure of S. aureus to HQNO may result in a sustained 
increase in biofilm production. Overall, these results suggest that HQNO 
increases biofilm production in normal S. aureus strains and that the sustained 
effect of HQNO on biofilm production in subsequent HQNO-free medium may 
result from the relative increase in the sub-population of SCVs which are good 
biofilm producers. 
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Figure 2. HQNO stimulates biofilm production in normal strains but 
does not alter high biofilm production in SCVs. (A) Relative biofilm 
production in related normal (open bars) and SCV (grey bars) strains. 
Results are normalized to the normal strain for each pair (dotted line). (B) 
Pictures show the biofilm formation of the normal strain CF1A-L in the 
absence or in the presence of HQNO as detected by crystal violet staining. 
(C) Relative biofilm production in strains exposed (black bars) or not (open 
bars) to 10 |xg/ml of HQNO. Results are normalized to the unexposed 
condition for each strain (dotted line). Data are presented as means with 
standard deviations from at least three independent experiments. Significant 
differences between normal and SCV strains (-L and -S suffixes, 
respectively) or between unexposed and HQNO-exposed conditions are 
shown (*, P< 0.05; **, P< 0.01; ***, P< 0.001; unpaired f-test). 
SigB is involved in HQNO-mediated emergence of SCVs and biofilm 
production 
Strains Newbould and NewbouldAs/gS were used to determine whether 
SigB is involved in the emergence of SCVs and biofilm production under an 
exposure to HQNO. Fig. 3A illustrates the ability of HQNO (10 ^ig/ml, overnight) to 
favor the emergence of the SCV phenotype only in a sigl? background. HQNO 
significantly increased the presence of SCVs in strain Newbould, but not in 
NewbouldAs/pS (Fig. 3B). This result was confirmed with strains SH1000 and 
8325-4 (data not shown), which are isogenic strains with a functional and 
dysfunctional SigB system, respectively [36]. Fig. 3C demonstrates that the 
presence of HQNO significantly inhibits the growth of both Newbould and 
NewbouldAs/gS (P < 0.05 at 24h of growth for both; two-way ANOVA followed by 
a Bonferroni's post test). However, the ability of HQNO to increase biofilm 
formation was observed with strain Newbould, but not with NewbouldAs/gS 
(Fig.3D). These results suggest that, even if the inhibition of growth caused by 
HQNO is not influenced by SigB (Fig. 3C), HQNO-mediated emergence of SCVs 
and biofilm production is triggered by a SigB-dependent mechanism (Fig. 3D). 
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Figure 3. SigB is involved in HQNO-mediated emergence of SCVs and 
biofilm production. (A) Pictures show SCV colonies grown on agar 
containing a selective concentration of gentamicin following or not an 
overnight exposure to 10 ng/ml of HQNO for strains Newbould and 
NewbouldAs/gS. (B) Relative number of SCV CFU recovered after 18 h of 
growth for strains Newbould and NewbouldAs/gS in the presence (black 
bars) or not (open bars) of 10 ng HQNO/ml. Results are normalized to 
unexposed Newbould (dotted line). Data are presented as means with 
standard deviations from at least three independent experiments. Significant 
differences between unexposed and HQNO-exposed conditions (*, P < 
0.05), and between strains in the same experimental condition (A, P < 0.05) 
were revealed by a one-way ANOVA with tuckey's post test. (C) Growth 
curves of Newbould (•) and NewbouldAsigB (•) exposed (dotted lines) or 
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not (solid lines) to 10 ng/ml of HQNO. (D) Relative biofilm formation as a 
function of the concentration of HQNO for strains Newbould (open bars) and 
NewbouldAs/gfi (grey bars). Results are normalized to the unexposed 
condition for each strain (dotted line). Data are presented as means with 
standard deviations from two independent experiments. Significant 
differences between Newbould and NewbouldAs/gS for each concentration 
of HQNO are shown (*, P < 0.05; **, P < 0.01; two-way ANOVA with 
bonferroni's post test). 
SigB and agr activities are modulated by an exposure to HQNO 
Fig. 4 shows qPCR measurements of the expression of the genes asp23, 
fnbA, hid (RNAIII), hla, sarA and gyrB at the exponential growth phase for strains 
Newbould and NewbouldAs/gS exposed or not to HQNO. The expression of 
asp23 and fnbA was evaluated in order to verify the hypothesis that SigB is 
activated during HQNO exposure. The gene asp23 is a well-known marker for 
SigB activity as for the gene fnbA, although the transcription of the latter is not 
exclusively influenced by SigB [15, 19, 22, 37], Fig. 4A and 4B show that HQNO 
at 10 ^ig/ml induced SigB activity in strain Newbould, as revealed by significant 
increases of asp23 and fnbA expression. The effect of HQNO on the expression 
of asp23 and fnbA was further confirmed with the sequenced strain Newman 
(data not shown). These results suggest that SigB activity is increased by HQNO. 
The activity of the agr system is known to be reduced in SCVs [15, 38-41]. 
We have thus hypothesized that HQNO exposure would repress the agr quorum-
sensing system due to the general suppression of growth toward normal strains 
(likely mediated through the inhibition of the electron transport chain by HQNO 
[42]) but also due to the overall emergence of the SCV sub-population as seen in 
Fig. 1. Indeed as expected, Fig. 4C shows that exposure of Newbould and 
NewbouldAs/gr£? to HQNO significantly repressed the expression of hid (the 
effector of the agr system) (Fig. 3C). 
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With the observed increased in SigB activity and the reduced expression of 
agr by HQNO, it was also justified to measure the expression of the a-hemolysin 
gene hla which can be influenced by both agr and SigB [36, 42, 43]. hla was only 
significantly repressed in Newbould and not in NewbouldAs/gS by the presence of 
HQNO (Fig. 4D). Furthermore, the expression of hla was, in both exposed and 
unexposed conditions, significantly increased in NewbouldAs/gS in comparison to 
Newbould, which confirms the negative influence of SigB on hla expression [36]. 
These results show that the activation of the agr system is reduced by HQNO 
while the influence of SigB on hla expression under HQNO exposure seems to be 
predominant over the agr system. 
The expression level of sarA was also measured because of its partial 
dependency on SigB for expression [22, 23], and its roles in the regulation of 
expression of virulence factors [24] and in biofilm formation [29]. Fig. 4E shows 
that sarA expression is significantly induced by HQNO in strain Newbould but not 
in NewbouldAs/gfi. The specificity of the observed modulations in genes 
expression was validated by monitoring the impact of HQNO on the expression of 
the housekeeping gene gyrB. The expression of gyrB was not modulated in the 
different conditions tested (Fig. 4F). This result suggests that HQNO induces the 
expression of sarA by a SigB-dependent mechanism. 
Overall, these results suggest that exposure of S. aureus to HQNO 
reproduces the transcriptional signature found in SCVs [12, 15, 19, 20, 41] and 
stimulates biofilm production by having opposite effects on the activity of SigB 
(up) and agr (down) as well as on the expression of sarA (up by a SigB-
dependent mechanism). 
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Figure 4. SigB and agr activities are modulated by exposure to HQNO. 
Relative expression ratios for the genes asp23 (A), fnbA (B), hld(C), hla (D), 
sarA (E) and gyrB (F) were evaluated by qPCR for strains Newbould and 
NewbouldAs/grS grown to the exponential phase in the presence (black bars) 
or in the absence (open bars) of 10 ^ig/ml of HQNO. Results are normalized 
to unexposed Newbould (dotted line). Data are presented as means with 
standard deviations from at least three independent experiments. Significant 
differences between the unexposed and HQNO-exposed conditions (*, P < 
0.05; **\ P < 0.001) and between Newbould and NewbouldAs/gS for the 
same experimental condition (A, P < 0.05; AA, P < 0.01; AAA, P < 0.001) 
were revealed by one-way ANOVA followed by the tuckey's post test. 
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P. aeruginosa stimulates biofilm formation and increases the activity of 
SigB of a S. aureus CF isolate 
In order to ascertain that the effect of HQNO on S. aureus is representative 
of what may happen when P. aeruginosa and S. aureus are in close proximity 
during a co-infection, we conducted experiments in which S. aureus was exposed 
to supernatants from overnight cultures of P. aeruginosa as well as experiments 
using a double chamber co-culture model. We used the E. coli strain K12 in 
control experiments to ensure that the observed effect was specific to P. 
aeruginosa and was not only caused by the close proximity of a Gram-negative 
bacterium or non specific alterations of the growth medium. We used E. coli 
because it is known that this bacterium does not produce HQNO (E. Déziel, 
unpublished data). Fig.5A shows that P. aeruginosa PA01 inhibits the growth of 
the S. aureus strain CF1A-L whereas this phenomenon was not observed with E. 
coli K12. The supernatant collected from an overnight culture of PA01 
significantly inhibited the growth of S. aureus. This growth inhibition was 
accompanied by a significant increase in biofilm production (Fig. 5B). Fig. 5C 
shows that when S. aureus CF1A-L was co-cultured with PA01 for 6 h, 
significantly more SCVs were recovered than that seen when the co-culture was 
done with E. coli K12. Of striking interest, the co-cultivation of S. aureus CF1 A-L 
with P. aeruginosa PA01 specifically and significantly increased the expression of 
asp23. These results confirm that P. aeruginosa has the potential to specifically 
inhibit the growth, stimulate biofilm production, favor the emergence of the SCV 
phenotype and increase the activity of SigB in non-SCV S. aureus strains. 
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Figure 5. P. aeruginosa stimulates biofilm formation and increases the 
activity of SigB of a S. aureus CF isolate. (A) CFU/ml recovered after 48 h 
of growth of CF1A-L (open bar) and CF1A-L in the presence of supernatants 
from overnight cultures of P. aeruginosa PA01 (black bar) or of E. coli K12 
(hatched bar). The picture shows the specific inhibitory effect of P. 
aeruginosa on the growth of S. aureus. (B) Relative biofilm production by 
CF1A-L grown in the presence of supernatants from overnight cultures of P. 
aeruginosa or E. coli. Pictures show the biofilm formation of CF1A-L in the 
absence or in the presence of culture supernatants of P. aeruginosa or E. 
coli as detected by crystal violet staining. (C) Relative number of SCV CFU 
recovered after 6 h of growth for S. aureus CF1A-L in co-culture with PA01 
or K12 as determined using the double chamber co-culture model. (D) 
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Relative expression ratios for the gene asp23 were evaluated by qPCR for 
CF1A-L in co-culture with PA01 or K12. For B, C and D, results are 
normalized to unexposed CF1A-L (dotted line). Data are presented as 
means with standard deviations from three independent experiments. 
Significant differences between unexposed CF1A-L and the exposed 
conditions (*, P < 0.05; ***, P < 0.001) and between CF1A-L exposed to 
PA01 or K12 (A, P < 0.05; AAA, P < 0.001) were revealed by one-way 
ANOVA followed by the tuckey's post test. 
HQNO from P. aeruginosa stimulates S. aureus biofilm production by a 
SigB-dependent mechanism 
We used the pqsA and pqsL mutants derived from P. aeruginosa PA14 to 
further confirm the specific effect of HQNO on biofilm production by S. aureus. 
The pqsA mutant does not produce any 4-hydroxy-2-alkylquinolines (HAQs) at all 
[44, 45], whereas the pqsL mutant is specifically altered in HQNO biosynthesis 
[46]. Thus, we have used both pqsA and pqsL mutants in order to distinguish the 
global impact of all Pseudomonas HAQs from the specific impact of HQNO on 
biofilm production by S. aureus. Fig. 6A shows that the growth of the pqsA and 
pqsL mutants is not impaired compared to that of the parental strain PA14, thus 
excluding variations in supernatant composition caused by differences in growth 
rates among strains. Fig. 6B shows that the supernatant from an overnight culture 
of P. aeruginosa PA14 stimulates biofilm production by S. aureus CF1A-L in 
comparison to the supernatant from the pqsL mutant (specific HQNO-minus 
strain). The effect of different doses of supernatants from overnight cultures of P. 
aeruginosa PA14, the pqsA mutant, the pqsL mutant or E. coli K12 on biofilm 
production by S. aureus CF1A-L is shown in Fig. 6C. While supernatants from 
both mutants significantly induced less biofilm production in comparison to PA14, 
this attenuated effect was more pronounced for the pqsA mutant (negative for the 
production of all HAQs) than the pqsL mutant. This result can be explained by the 
fact that other HAQs secreted by P. aeruginosa, although less potent than HQNO, 
can also have a growth-inhibitory activity against S. aureus [47]. Noteworthy, all 
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three strains of P. aeruginosa stimulated biofilm production in comparison to E. 
coli, suggesting that other P. aeruginosa exoproducts can indeed stimulate biofilm 
production by S. aureus. 
Fig. 6D confirms that HQNO from the supernatant of strain PA14 stimulates 
biofilm production by a SigB-dependent mechanism. The increase in biofilm 
production observed when S. aureus Newbould is in contact with the supernatant 
from PA14 is significantly higher than that seen with supernatants from the pqsA 
and pqsL mutants. Surprisingly, both mutants did not significantly stimulate biofilm 
production by Newbould as that observed for CF1A-L, suggesting that differences 
between S. aureus strains may exist in respect to their response to the presence 
of non-HQNO exoproducts. As expected, biofilm production by NewbouldAs/g£? in 
contact with supernatants from the three P. aeruginosa strains was significantly 
inferior to that observed using the PA14 supernatants with strain Newbould. 
Moreover, supernatants from PA14 generally did not significantly stimulate biofilm 
production by NewbouldAs/gS in comparison to supernatants from pqsA and pqsL 
mutants, which confirms that SigB is involved in HQNO-mediated S. aureus 
biofilm production. Overall, the results of this section support the hypothesis that 
HQNO from P. aeruginosa stimulates biofilm production by S. aureus through a 
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SigB-dependent mechanism. 
C 
o 
•« D 
? Cl 
E 
0) > 
H CF1A-L 
•I CF1A-L + PA14 
•I CF1A-L + pqsA 
Wm CF1A-L + pqsL 
Q CF1A-L + K12 
0.19 0.39 0.78 1.56 3.13 6.25 12.5 
Porportion of supernatant (%) 
0.19 0.39 0.78 1.56 3.13 6.25 
Porportion of supernatant (%) 
12.5 
Newbould 
Newbould + PA14 
Newbould + pqsA 
Newbould + pqsL 
AstgB 
àsigB + PA14 
As/gB + pqsA 
EZ bsigB + pqsL 
Figure 6. HQNO from P. aeruginosa stimulates biofilm production of S. 
aureus strains by a SigB-dependent mechanism. (A) Growth curves of P. 
aeruginosa strain PA14 and the pqsA and pqsL mutants. (B) Pictures show 
relative biofilm production of CF1A-L in the absence or in the presence of 
supernatants from overnight cultures of P. aeruginosa PA14 or the pqsL 
mutant as determined by crystal violet staining. (C) Relative biofilm 
production by S. aureus CF1A-L as a function of the proportion of 
supernatant from overnight cultures of P. aeruginosa strains PA14, the pqsA 
mutant, the pqsL mutant or E. coli K12. Results are normalized to 
unexposed CF1A-L (dotted line). Significant differences between CF1A-
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L+PA14 and the other conditions for each proportion of supernatant are 
shown (*, P < 0.05; two-way ANOVA with Bonferroni's post test). (D) 
Relative biofilm production by S. aureus strains Newbould and 
NewbouldAs/gffî as a function of the proportion of supernatant from overnight 
cultures of the P. aeruginosa strains PA14, pqsA or pqsL mutants. 
Significant differences between Newbould+PA14 and the other conditions 
for each proportion of supernatant (*, P < 0.05; two-way ANOVA with 
Bonferroni's post test), and between NewbouldAs/gS + PA14 and Newbould 
AsigB + pqsA or pqsL mutants (A, P < 0.05; two-way ANOVA with 
Bonferroni's post test) are shown. The significant difference between 
untreated Newbould and Newbould A sigB is also shown (#, P < 0.05; 
unpaired Mest). Data are presented as means with standard deviations from 
at least three independent experiments. 
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Discussion 
We found that the P. aeruginosa exoproduct HQNO increases the 
production of biofilm by S. aureus. The effects on biofilm production, as well as on 
growth, were only seen on normal strains whereas the already high biofilm 
formation and slow growth rate of SCVs were not altered by the presence of 
HQNO. It is known that HQNO specifically inhibits electron transport in Gram-
positive bacteria [42] and its immediate action toward normal strains is likely to 
reduce ATP production and growth to a similar level to that observed in SCVs. 
Interestingly, our results also indicate that HQNO provokes a sustained 
stimulatory effect on the production of biofilm by S. aureus. We indeed found that 
a pre-treatement of S. aureus with HQNO still led to a subsequent increase in 
biofilm formation even after HQNO removal. This sustained effect is probably 
associated with the increased proportion of the sub-population of SCVs resulting 
from HQNO exposure. An exposure of S. aureus to HQNO may thus, in addition 
to its immediate effect, favor the emergence of SCVs having a long-term impact 
on biofilm formation. 
Aminoglycosides are also known to favor the emergence of SCVs [1] and 
are often used in CF patient care [1], Interestingly, a synergistic effect between 
HQNO and tobramycin for the formation of S. aureus SCVs was previously 
observed by Hoffmann et al. [2]. It is thus possible that the administration of 
aminoglycosides to CF patients co-infected with both S. aureus and P. aeruginosa 
further increases the formation of biofilm by S. aureus. Besides, it is well known 
that the abnormal function of the CF transmembrane conductance regulator 
(CFTR) protein in CF patients has profound consequences on the airways 
physiology and it will be of great interest to determine whether other parameters 
related to the CF airways influence the emergence of SCVs and the production of 
biofilm by S. aureus. The expression of virulence factors in S. aureus is indeed 
controlled by diverse and complex regulatory networks in a time- and 
environment-dependent manner, being influenced for example by ionic forces, pH 
and 02 [48]. Consequently, it is likely that S. aureus specifically responds to the 
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particular environment of CF airways. Whether this response is SigB-dependent 
and will lead to the emergence of SCVs and biofilm production remains to be 
determined. 
Naturally-occurring mutations altering the activity of virulence regulators in 
S. aureus have been previously reported [36, 49-52]. Our results suggest that the 
inactivation of sigB will importantly influence the outcome of the HQNO-mediated 
interaction between P. aeruginosa and S. aureus. We are currently studying S. 
aureus isolates from CF patients co-infected with P. aeruginosa which are not 
influenced by the presence of P. aeruginosa. This, in addition to the observation 
that differences between S. aureus strains exist relative to their response to HAQs 
(Fig. 6C and D), suggest that strains isolated from CF patients may adapt or 
evolve toward a long-term coexistence with P. aeruginosa. Whether this involves 
mutations in sigB or any other genes encoding regulators is now under 
investigation and will greatly help to understand the dynamic behavior and the 
adaptation of S. aureus in response to the CF airway environment as well as to 
the presence of P. aeruginosa. 
The effect of HQNO on the regulators SarA, agr and SigB suggests that 
several virulence factors should be influenced by the presence of HQNO. A 
concomitant activation of SigB and repression of agr should result in the up-
regulation of a variety of cell-surface proteins (such as FnBA) involved in 
adhesion to host tissue, and in the repression of several exotoxins (such as a-
hemolysin, Hla) and proteolytic enzymes [22, 25]. It is then tempting to speculate 
that the presence of HQNO will prevent S. aureus from disseminating and will 
rather favor tissue colonization, biofilm production and invasion of host cells. It 
has indeed been suggested that S. aureus FnBPs mediates cellular invasion [53, 
54] whereas the capacity of the bacterium to remain intracellular is helped by the 
repression of hla [55]. Accordingly, we showed that an exposure of S. aureus to 
HQNO up-regulates the expression of fnbA and represses the expression of hla. 
However, whether or not HQNO and P. aeruginosa increase the invasion of host 
cells by S. aureus remains to be confirmed. Interestingly, O'Neil et al. [32] have 
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recently demonstrated that the FnBPs are also involved in the /ca-independent 
mechanism of biofilm formation. It is thus possible that FnBPs are directly 
responsible for the observed HQNO-mediated SigB-dependent increase in biofilm 
production and, more specifically, FnBPA which is under the control of SigB for 
expression [15, 19, 22, 37]. As such, the FnBPs would represent the main 
effectors for both biofilm formation and cellular invasion in S. aureus SCVs. 
HQNO may be one of several bacterial exoproducts influencing S. aureus 
during polymicrobial infections. Our results and those of Machan et al. [47] 
suggest that other HAQs may also affect S. aureus, although not as efficiently as 
HQNO. Moreover, it is known that other P. aeruginosa exoproducts such as 
pyocyanin have an inhibitory activity against the electron transport chain of S. 
aureus [13]. Loss of pyocyanin production has been associated with mutations in 
the pqsA-E genes [45, 56], which may provide an additional explanation for the 
different effects of the pqsA and pqsL mutants we have observed on the growth 
(data not shown) and biofilm formation of S. aureus (Fig. 6C). Furthermore, Qazi 
et al. [7] found that an A/-acyl-homoserine-lactone from P. aeruginosa antagonizes 
quorum sensing and virulence gene expression in S. aureus. More precisely, it 
was shown that the 3-OXO-CI2-HSL interacts with the cytoplasmic membrane of S. 
aureus and down-regulates both sarA and agr expression. Although we also 
observed here a down-regulation of agr, the HQNO-mediated up-regulation of 
sarA suggests further complexity in the response of S. aureus to P. aeruginosa 
exoproducts. It is possible that the outcome of the S. aureus-P. aeruginosa 
interaction is dependent on the amount and the types of exoproducts secreted by 
the specific strain of P. aeruginosa interacting with S. aureus. 
It should be kept in mind that the diversity of diffusible bacterial signals and 
their role in interspecies communication are just beginning to be appreciated [9] 
and that potentially numerous other bacterial species may be interacting with S. 
aureus, especially during infectious diseases. It is then likely that S. aureus 
interacts with other bacterial genus than Pseudomonas during infection of the 
airways of CF patients. As an example, the CF pathogen Burkholderia cepacia 
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also produces AAacylhomoserine lactones [57] and some Burkholderia species 
are able to synthesize HAQ analogues [58]. Nevertheless, the observation that P. 
aeruginosa favors the emergence of SCVs and biofilm production by S. aureus is 
likely to have a significant clinical impact. The clinical consequences may actually 
surpass the previously anticipated formation of aminoglycoside-resistant SCVs by 
Hoffman et al. [2]. Persistence of bacteria in chronic infections has been 
associated with biofilm production [1, 59] and biofilms are known to confer 
protection from host defenses and antibiotic treatments at large [34, 60]. In the 
cystic fibrosis context, where obstructive infections worsen the health prognosis of 
patients, the clinical significance of biofilm production by normal S. aureus and 
SCV strains will need to be further investigated. 
Conclusions 
This study strongly supports the hypothesis that P. aeruginosa influences 
the pathogenicity of S. aureus by producing HQNO, which favors the acquisition 
of the SCV phenotype through the activation of the stress- and colonization-
associated S. aureus alternative transcription sigma factor B. Although several P. 
aeruginosa exoproducts may potentially influence S. aureus, our observations 
with pure HQNO were confirmed and supported by experiments using whole 
supernatants from two P. aeruginosa strains as well as mutants unable to 
produce HQNO. Considering that biofilm and SCVs are both suspected to play a 
role in chronic infections of CF airways, the observation that P. aeruginosa 
increases the emergence of SCVs and biofilm formation by S. aureus may 
influence the patient health prognosis. New therapeutic strategies should aim at 
preventing interspecies interactions and the development of specific phenotypes 
such as biofilm-producing SCVs in order to reduce the likelihood of chronic 
infections. 
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Methods 
Bacterial strains and growth conditions 
The relevant characteristics of the strains used in this study are shown in Table 1. 
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Newman and Newbould were used as 
representatives of prototypical control strains. NewbouldA s/g8 and 
Newbould/jemfî, in which the genes sigB or hemB had been disrupted by the 
ermA cassette [15, 17], were used to evaluate the importance of SigB in a 
prototypical background and to generate a stable SCV, respectively. CF03-
L/CF03-S, CF07-L/CF07-S and CF1A-L/CF1D-S are related pairs of strains co-
isolated from CF patients, which respectively have a normal and a SCV 
phenotype. The genetic relatedness of each strain among the pairs was 
confirmed by the analysis of multiple loci with a variable number of tandem 
repeats (see below). Except where otherwise stated, S. aureus strains were 
grown in brain heart infusion (BHI) broth (BD, ON, Canada). The use of BHI to 
study our SCV strains as well as in the experiments involving quantification of 
SCVs is validated in the Additional file 1. Pseudomonas aeruginosa PA01 [61], 
PA14 [62], the PA14-derived pqsA and pqsL mutants [44, 46] and Escherichia coli 
K12 were grown in trypticase soy broth (TSB) (BD, ON, Canada). 
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Table 1 : Bacterial strains used in this study. 
Strains Relevant characteristics Auxotrophism References 
S. aureus 
ATCC 29213 
Newman ATCC 25904 
Newbould ATCC 29740 
NewbouldAj/gB 
Newbould/iemfi 
CF03-S 
CF03-L 
CF07-S 
CF07-L 
CF1D-S 
CF1A-L 
Laboratory strain, normal 
Laboratory strain, normal 
Laboratory strain, normal 
Newbould ùisigBzemrA ; Erm - 15 
£ Newbould hemB "grmA ; Erm Hemin 17 
SCV strain isolated from a CF patient Menadione 15 
Normal strain co-isolated with CF03-S - This study 
SCV strain isolated from a CF patient Menadione 15 
Normal strain co-isolated with CF07-S - This study 
SCV strain isolated from a CF patient Unknown This study 
Normal strain co-isolated with CF1D-S - This study 
P. aeruginosa 
PAOl 
PA14 
pqsA 
pqsL 
Laboratory strain 
Clinical strain, Rif* 
PA 14 pqsA ::TnphoA ; Rif*, Km" 
PA 14 ApqsL \ Rif" 
61 
62 
44 
46 
E. coli 
K12 Laboratory strain 
Multiple-locus variable-number of tandem repeat analysis (MVLA) of strains 
co-isolated from CF patients 
The relatedness of each of the co-isolated strains within the pairs CF03-L/CF03-
S, CF07-L/CF07-S and CF1A-L/CF1D-S was confirmed by MVLA as described by 
Sabat et a!. [63]. The strains of each pair had identical MVLA patterns. 
Growth curves 
S. aureus overnight cultures were used at an A>95nm of 0.1 to inoculate BHI broths 
supplemented or not with 10 ng/ml of HQNO (Axxora, CA, USA). Cultures were 
then incubated at 35°C/225 RPM and samples were taken at different time points 
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for determination of CFU by spreading 10-fold dilutions on trypticase soy agar 
(TSA) plates (BD, ON, Canada). Plates were incubated at 35°C for 24 and 48 h 
for normal and SCV strains, respectively. For the growth curves of P. aeruginosa 
strains PA14, pqsA and pqsL mutants, overnight cultures were used to inoculate 
TSB. Cultures were then incubated at 35°C/225 RPM and samples were taken at 
specified time points in order to evaluate their turbidity at >4595nm-
Quantification of SCVs 
We have quantified SCVs by taking advantage of their reduced susceptibility to 
aminoglycosides as described elsewhere with few modifications [20, 64, 65]. A 
1:100 dilution of overnight broth cultures was used to inoculate BHI broths 
supplemented or not with 10 ng/ml of HQNO. Cultures were incubated 18 h and 
then adjusted to an ^595™ of 2.0 in PBS at 4°C. Determination of SCV CFUs was 
done by serial dilution plating. SCV counts were obtained by plating on TSA 
containing gentamicin (Sigma-Aldrich, ON, Canada) at 4 ^ig/ml followed by an 
incubation of 48 h at 35°C. As shown in Additional file 2, this concentration of 
gentamicin is selective for SCVs as it allows the growth of SCVs, but not that of 
normal strains. The frequency of SCVs is defined as the number of SCVs per total 
CFU counts on antibiotic-free TSA. The pinpoint colonies detected by this 
gentamicin-plate method were confirmed to be SCVs by streaking several of them 
on TSA plates (See Additional file 3). We have also evaluated the auxotrophism 
(as described below) of several HQNO-induced SCVs generated from strains 
CF1A-L and CF07-L in order to further validate the ability of this technique to 
detect typical SCVs (see Additional file 4). 
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Antibiotic susceptibility 
The minimal inhibitory concentrations (MICs) of gentamicin for all strains were 
determined by a broth microdilution technique, following the recommendations of 
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines [20, 64, 65], 
except that the incubation period was extended to 48 h and that the medium used 
was BHI in order to allow SCVs to reach maximal growth . 
Auxotrophism of SCVs. 
In the context of SCVs, auxotrophism is defined as the requirement of specific 
compounds in order to regain a normal growth phenotype [20, 64, 65]. An agar 
diffusion method was used to characterize the auxotrophism of SCVs using hemin 
or menadione (10 //g each/well) on an inoculated Mueller-Hinton agar (MHA) 
plate. Thymidine at 1.5 //g/well was also tested as previously described [66]. 
Auxotrophy for specific supplements was detected by a zone of normal growth 
surrounding the well after 18 h of incubation at 35°C. The photography of the 
Additional file 5 shows the normal growth of Newbouldhemfî in proximity of a well 
loaded with hemin as an example of a positive auxotrophism result. 
Preparation of supernatants from P. aeruginosa and E. coli strains 
Overnight cultures were used to inoculate TSB at a dilution of 1:100. Cultures 
were then incubated 20 h at 35°C/225 RPM before collecting the culture 
supernatants by centrifugation. Similar culture conditions were previously shown 
to allow maximal production of HQNO by P. aeruginosa PA01 [67], The 
supernatants were then filter-sterilized using 0.22 p. pore size (Millipore, MA, USA) 
and used immediately. The sterility of the supernatants was confirmed by plating 
samples on TSA plate. 
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Biofilm formation 
For studying the effect of HQNO on biofilm production by S. aureus, three 
colonies grown on blood agar plates were used to inoculate BHI broths containing 
0.25% glucose with or without 10 ng/ml of HQNO and cultures were incubated for 
18 h. These cultures were used to adjust an appropriate volume of BHI-0.25% 
glucose to 0.5 Mcfarland for transfer into wells of a flat-bottom polystyrene 
microtiter plate containing half volume of the same medium with or without HQNO 
(final concentration 10 ^.g/ml). For experiments evaluating the effect of culture 
supernatants from P. aeruginosa and E. coli on S. aureus biofilm production, a S. 
aureus 0.5 Mcfarland suspension was prepared in BHI-0.5% glucose and 
transferred into wells of a microtiter plate containing half the volume of the 
supernatant to be tested. The plates were incubated at 35°C for 48h. The 
supernatant was then discarded and the wells were delicately washed three times 
with 200 nl of PBS. The plates were dried, stained for 30 min with crystal violet, 
washed twice with 200 ^l of water and allowed to dry again. A volume of 200 pJ of 
95% ethanol was added to each well and plates were incubated at room 
temperature for 1 h with frequent agitation. The absorbance of each well was then 
measured at 560 nm using a plate reader (Bio-Tek Instruments). The biofilm 
formation of each culture tested was evaluated in four replicates. The >456onm 
values (non-normalized data) representing the biofilm production for each of the 
strains used in Fig. 2 can be seen in the Additional file 6. 
Quantitative PCR (qPCR). 
In order to evaluate the effect of HQNO (10 ^ig/ml) on S. aureus gene expression, 
overnight cultures were used to inoculate broth at an ,4595nm of 0.1. Bacteria were 
then grown until the unexposed control culture reached an ^595,™ between 0.9 and 
1.0. Bacteria were collected and treated with RNAprotect (QIAGEN, ON, Canada). 
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RNA was extracted from the cell pellets after treatment with lysostaphin (Sigma-
Aldrich) (200 ng/ml, 1 h) using the RNeasy Mini kit and the RNase-free DNase set 
(QIAGEN). A second DNase treatment was also done with the DNA-free kit 
(Applied Biosystems/Ambion, CA, USA). One ^ig of total RNA was reverse 
transcribed with 0.5 mM deoxynucleotide phosphate, 50 ng of random hexamers 
and 200 U of Invitrogen Superscript II reverse transcriptase, according to the 
manufacturer's recommendations (Invitrogen, ON, Canada). RNA was hydrolyzed 
and the cDNAs were purified with the QIAquick PCR purification kit (QIAGEN). 
One microliter of the cDNA preparation was amplified on the Stratagene 
MX3000P Real-Time PCR instrument with the Jump Start Taq DNA polymerase 
(Sigma-Aldrich), SYBR Green and 100nM of the following primers: 
asp23- RT - FW D 5' -T CG CT G C ACGT G A AGTT AA A-3', 
asp23-RT-REV 5'-CAGCAGCTTGTTTTTCACCA-3', 
fnbA268-RT-FWD 5'-ACAAGTTGAAGTGGCACAGCC-3', 
fnbA34 7-RT-REV 5'-CCGCTACATCTGCTGATCTTGTC-3', 
/7/d-RT-FWD 5'-TAATTAAGGAAGGAGTGATTTCAATG-3' 
hid-RT-REV 5'-1 I I I IAGTGAATTTGTTCACTGTGTC-3' 
h la- RT - FW D 5'-AAT G A AT CCTGTCGCT AATG CCG C-3' 
hla-RT-REV 5'-CTGAAGGCCAGGCTAAACCACTTT-3' 
sar/\-RT-FWD 5'-CAAACAACCACAAGTTGTTAAAGC-3' 
sarA-RT-REV 5'-TGTTTGCTTCAGTGATTCGTTT-3' 
16SrRNA-RT-FWD 5'- TCGTTTAACACGTTTAGGTTCA-3', 
16SrRNA-RT-REV 5'- GAACT GT AT CAGTTGGTTT CGCAC-3', 
gyrB- RT -FW D 5'-GGT GCT GGGCAAAT ACAAGT-3', 
gyrB-RT-REV 5'-T CCCAC ACT A AATGGT GC AA-3'. 
Reaction mixtures were denatured for 10 min at 95°C, followed by 35 cycles of 30 
s at 95°C, 1 min at 60°C and 1 min 30 s at 72°C. Dissociation and standard 
curves were obtained to insure the specificity and the efficiency of reactions. 
cDNA synthesis reactions without reverse transcriptase were also routinely 
86 
carried out. The relative expression ratios were calculated by using the cycle 
threshold (Ct) of the 16S RNA or gyrB of each condition as the calibrator (n-fold 
expression = 2"ACt, where ACt represents the difference between the Ct of the 
gene studied and the Ct of the 16S RNA or gyrB for each condition). 
Double chamber co-culture model. 
Overnight cultures of S. aureus, E.coli and P. aeruginosa in TSB were used to 
inoculate bottom (S. aureus, E. coli or P. aeruginosa) or top (S. aureus) chambers 
of 0.4-tim pore polycarbonate membrane inserts (Transwell [Corning, MA, USA]). 
S. aureus was inoculated at an A595nm of 0.01, whereas P. aeruginosa or E. coli 
were inoculated at an Asssnm of 0.1. The cultures were incubated at 35°C/80 RPM 
for 6 h and samples were taken for SCV enumeration and total CFUs counts as 
well as for RNA extraction. No bacterial cross-contamination was detected by 
culture plating up to at least 9 h of incubation. 
Statistical analysis 
One-way analysis of variance followed by Dunnett's multiple comparisons test or 
Tukey's multiple comparisons test were used when several conditions or strains 
were compared at the same time whereas unpaired f-tests were used when only 
two conditions were compared. Two-way ANOVA with Bonferroni's post tests 
were used to compare the response of different strains and/or different conditions 
as a function of the concentration of HQNO or bacterial culture supernatants. 
Statistical analyses of qPCR data were done on mean AC,. CFU counts or SCV 
frequencies were transformed in based-10 logarithm values before being used for 
statistical analyses that were carried out with the GraphPad Prism Software 
(v.5.00). Statistical tests used for the analysis of each experiment are specified in 
figure legends. 
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CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
Cette première étude clinique suivant près d'une quarantaine de patients adultes 
atteints de la fibrose kystique avait pour but de mieux comprendre les rôles que 
pouvait jouer S. aureus dans cette maladie et cela en faisant d'abord une 
caractérisation exhaustive des souches retrouvées chez les patients. Ce projet 
clinique à tout d'abord permis de confirmer l'importante prévalence, déjà rapportée 
dans d'autres régions du globe, de S. aureus dans les voies respiratoires de ces 
patients. Souvent associé aux infections retrouvées chez les patients en bas âge, il a 
été montré ici que S. aureus tout comme ses SCVs sont également en mesure 
d'infecter un bon nombre de patients adultes. 
Ce projet a contribué à mieux caractériser la population de S. aureus retrouvée chez 
les patients fibro-kystiques. Elle a mis en relief la grande diversité phénotypique et 
génotypique retrouvée parmi cette population. En plus de confirmer la présence de 
SCVs chez ces patients, cette étude a fait un constat inquiétant sur la résistance aux 
antibiotiques des isolats retrouvés chez ces patients. Les forts pourcentages de S. 
aureus résistants aux aminoglycosides, à la ciprofloxaxine et à l'érythromycine sont 
inquiétants dans l'éventualité ou un traitement de ces infections devenait nécessaire. 
De plus, la présence d'infections respiratoires causées par des SARM a été mise en 
évidence chez certains patients. Il est intéressant de noter que d'un patient à l'autre, 
des SARM avec le même profil génétique, déterminé par typage MLVA et typage agr, 
ont été isolés. Bien que cette éventualité ne soit pas confirmée, cette similarité entre 
certains SARM pourrait être le résultat de contaminations horizontales entre les 
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patients et le personnel hospitalier ou encore de la clonalité même des SARM 
canadiens (Christianson et al., 2007). 
En plus d'approfondir nos connaissances sur les résistances retrouvées chez ces 
souches de S. aureus ce projet à fait la lumière sur différentes caractéristiques 
importantes de ce pathogène. Ces ainsi que nous avons d'abord montré la capacité 
accrue des SCVs cliniques à produire du biofilm en comparaison aux isolats 
prototypes. La diversité des souches isolées à été démontré par MLVA mais 
également par les différents types d'auxotrophie associés aux SCVs. De façon 
intéressante, un nouveau type de SCV à également été identifié. Au meilleur de nos 
connaissances, cette étude est la première à présenter un SCV ménadione-
dépendant capable de retrouver une croissance normale lorsqu'elle est mise à 
proximité d'une souche prototype. Ces caractéristiques tendent encore une fois à 
montrer que S. aureus et plus particulièrement ces SCVs sont bien outillés pour 
persister dans un environnement tel que les voies respiratoires fibro-kystiques. 
Le second mandat de ce projet, était d'améliorer nos connaissance par rapport aux 
influences de l'environnement sur la présence des SCVs dans un contexte fibro-
kystique. Cette première étude clinique basée sur une seule visite par patient, n'a pas 
pu montrer que la présence des SCVs était corrélée avec la présence du traitement à 
la tobramycine, un aminoglycoside. Le traitement par inhalation d'aérosols administré 
aux patients mènant à de très fortes doses mucosales de tobramycine pourrait en 
être la cause (Cheer et al., 2003). En fait, ces concentrations d'antibiotique dépassent 
amplement les concentrations nécessaires à l'inhibition de la croissance de S. aureus 
mais également des SCVs dont la résistance accrue atteint environ 8 //g/ml pour 
tobramycine. Ces concentrations pourraient donc potentiellement avoir un effet 
inhibiteur plutôt que stimulateur sur le phénotype SCV ou du moins rendraient les 
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SCVs encore plus difficiles à détecter en réduisant leur population ou en favorisant 
l'internalisation et la croissance intracellulaire ou la production de biofilms. Pour 
expliquer la présence du phénotype SCV, l'hypothèse d'hypermutabilité des souches 
s'est alors imposée. Contrairement à certains travaux européens étudiant 
majoritairement les SCVs thymidine-dépendant (Besier et al., 2008), cette étude 
montre aucune corrélation entre la présence de SCVs chez les patients et la capacité 
de mutation des souches parentes. Ce résultat qui pourrait s'expliquer par les 
différences de traitements antibiotiques administrés aux patients mais également par 
le type de SCV étudiez. 
Dans un deuxième temps, nous avons voulu mieux comprendre le mécanisme 
menant à l'augmentation de fréquence d'apparition du phénotype SCV de S. aureus 
en présence de P. aeruginosa. Ainsi, dans une seconde publication nous avons 
confirmé ce phénomène mais également montré qu'en stimulant le phénotype SCVs, 
le HQNO était responsable d'une augmentation globale de la production de biofilm 
par la population de S. aureus. Il a été montré que transitoirement en présence de 
HQNO, une grande partie de la population entière de S. aureus adoptait le phénotype 
SCV. Cet état transitoire de la population était accompagné d'une modulation type de 
certains facteurs de régulation, habituellement retrouvé chez des SCVs stables. De 
façon intéressante, suite à ce stimulus, cette exposition transitoire permettait une 
augmentation nette de la fréquence de SCV retrouvée dans la population. L'utilisation 
de mutants de P. aruginosa bloqués dans la synthèse de différents composés 
extracellulaires impliqués dans le quorum-sensing à permis d'identifier le HQNO 
comme étant la molécule principalement responsable de ce phénomène. De plus, il a 
été montré que le facteur sigB de S. aureus était impliqué, mais également 
nécessaire à cette réponse phénotypique adoptée par S. aureus. En plus d'une 
activation de ce régulateur, le HQNO mène à un patron d'activation de différents 
gènes pouvant être associés au caractère chronique de S. aureus. Effectivement, la 
molécule produite par P. aeruginosa activerait également la transcription de gènes 
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associés au biofilm comme le régulateur de transcription sarA et à l'adhésion 
cellulaire comme le gène de la fibronectin-binding protein A ( fnbA). 
Ensembles, ces publications mettent en valeurs l'importance d'acquérir une meilleure 
compréhension des interactions in vivo entre S. aureus et P. aeruginosa. 
Effectivement, l'absence de corrélation entre la présence de SCV et la présence de 
P. aeruginosa chez un même patient observé dans l'étude clinique tend à illustrer la 
complexité des interactions possibles entre ces deux pathogènes. Il est connu qu'en 
plus du HQNO pouvant stimuler la formation de SCVs (Hoffman et ai., 2006), 
Pseudomonas produit plusieurs molécules anti-staphylococcales telles que la 
pyocyanine, le cyanure d'hydrogène et des quinolines N-oxides (Goerke and Wolz, 
2010; Hoffman et ai., 2006). Tel que décrit plus haut, la production de la plupart de 
ces exo-produits est contrôlée par un système de quorum-sensing et donc de la 
densité bactérienne dans l'environnement. Il est possible que les conditions 
retrouvées dans les poumons des patients interfèrent avec ce système de quorum-
sensing et donc modifient les intéractions entre S. aureus et P. aeruginosa. Ainsi, 
nous pouvons maintenant nous demander comment intéragissent ses deux 
pathogènes de façon chronologie dans l'établissement d'une infection chez un patient 
adulte. Il devient donc évident qu'une étude longitudinale pourrait nous aider à mieux 
saisir la mécanistique de ces infections mixtes et leur impact sur la santé du patient. 
Dans ce sens, ce projet avait comme but de mettre de la lumière sur l'impact de S. 
aureus et les SCVs sur l'état de santé des patients infectés. Nous avons pu montrer 
dans cette première étude clinique que les SCVs avaient une propension à produire 
plus de biofilm que leur contre partie prototype. Étant donné que la fibrose kystique a 
généralement comme symptôme l'obstruction des voies respiratoires, la présence de 
forts producteurs de biofilm tel que les SCVs pourrait être néfaste. Cependant, seule 
la présence de P. aeruginosa a pu être corrélée avec une baisse des fonctions 
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respiratoires (FEVi) des patients. Il n'est toutefois pas écarté que la présence de ces 
SCVs fort producteurs de biofilm est un impact sur la pathogénèse de S. aureus ainsi 
que sur les interactions avec d'autres pathogènes. L'importante diversité des isolats 
de S. aureus, le constat sur les résistances aux antibiotiques et de la forte production 
de biofilm par les SCVs suggère une implication importante de ce pathogène dans 
révolution des infections chez les patients fibro-kystiques adultes. Encore une fois, 
ces résultats démontrent la nécessité de faire une étude sur une plus longue période 
de temps qui permetterait l'étude de l'impact et de la contribution des SCVs sur la 
pathogénèse des patients fibro-kystique en relation avec les autres pathogènes 
pouvant être présents dans cet environnement. 
Ainsi, une nouvelle étude a été mise sur pied suivant ces mêmes patients sur une 
période de trois ans et ce, pour un total de trois échantillonnages par patient. À 
chaque échantillonnage, un isolement des souches prototypes de S. aureus, des 
SCVs et de P. aeruginosa a été effectué. La caractérisation phénotypique et 
génotypique des isolats à été fait tel que décrit plus tôt. La persistance des souches à 
également été évaluée. Nos résultats préliminaires indiquent que 10 patients sur 32 
seraient colonisés par des souches persistantes soit : des souches isolées de deux 
échantillonnages séparés d'au moins 3 mois et ayant le même profil génotypique 
(François Malouin, communication personnelle). Les travaux en cours permetteront 
d'évaluer si certaines caractéristiques phénotypiques et génotypiques définissent plus 
particulièrement ces souches persistantes. En plus d'étudier les facteurs intrinsèques 
de ces souches qui favorise leur persistence, cette étude longitudinale à pour but de 
mieux comprendre les intéractions spécifiques entre les paires uniques de S. aureus 
et P. aeruginosa co-isolées d'un même patient. Cette étude nous a déjà permis 
d'identifier différents types d'intéractions entre ces souches. Ainsi, il semble que 
certaines souches cliniques de S. aureus restent insensibles aux exoproduits des P. 
aeruginosa prototypes tandis qu'au contraire, certaines souches cliniques de P. 
aeruginosa n'ont aucun effet sur les S. aureus protoype. Le dosage de différents 
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exoproduits présent dans les surnageants de culture de P. aeruginosa seront dosés 
par chromatographie liquide couplée à la spectrophotométrie de masse (LC-MS). 
Jusqu'à présent, cette étude d'interactions microbiennes tend à montrer la spécificité 
de certaines intéractions entre des couples données de S. aureus et P. aeruginosa 
selon le patient (François Malouin, communication personnelle). 
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CHAPITRE V 
CONCLUSION 
Ce travail rapporte deux études qui avaient comme but de faire la lumière sur certains 
aspects des infections des voies respiratoires des patients fibro-kystiques causées 
par S. aureus. Ces études ont permis de démontrer que S. aureus tout comme les 
SCVs pouvaient être fréquemment isolés des échantillons respiratoires des patients 
adultes atteins de la fibrose kystique. Bien que la présence de ces pathogènes n'a 
pas pu être corrélée avec une diminution des fonctions respiratoire, une étude 
longitudinale serait nécessaire pour évaluer l'impact à long terme de ce pathogène 
sur la santé des patients. En plus de rapporter leur présence chez ces patients, ces 
projets ont permis de mieux comprendre les mécanismes que ce pathogène peut 
utiliser pour créer des infections dans un milieu souvent colonisé par une multitude 
d'autres pathogènes. La découverte de l'implication du facteur alternatif SigB dans 
l'acquisition du phénotype SCV, a contribué à une meilleure compréhension des 
mécanismes d'interactions entre S. aureus et P. aeruginosa. Cependant, il semble 
que l'action du HQNO de Pseudomonas sur la stiumulation du phénotype SCV de S. 
aureus ne soit pas évidente à observer dans un environnement aussi complexe que 
les voies respiratoires des patients fibro-kystiques. L'évolution de ces interactions au 
cours des années, la succession d'épisodes de traitement antibiotique ainsi que 
l'apparition de mutations spontanées pourraient influencer les relations inter­
spécifiques in vivo. D'autres études seront nécessaires pour lever le voile sur la 
complexité des interactions que peut avoir S. aureus avec l'environnement des voies 
respiratoires dans lequel il peut évoluer pendant plusieurs années. 
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Ces deux projets portant principalement sur la pathogenèse de S. aureus, dévoilent 
un constat inquiétant par rapport à la présence de S. aureus chez les patients fibro-
kystiques. Les nombreuses résistances aux antibiotiques identifiées chez les 
souches, l'importante production de biofilm par les SCVs, l'implication d'un 
mécanisme moléculaire pour mieux s'adapter à son milieu ainsi que l'importante 
diversité autant phénotypique que génotypique font de S. aureus un pathogène bien 
adapté pour perdurer chez les patients. Ces résultats remettent également en 
perspective les étapes d'établissement de ces différents pathogènes et variants 
phénotypique. Est-ce que la présence de fort producteur de biofilm tel que les SCVs 
pourrait favoriser ou nuire à l'établissement de P. aeruginosa? Est-ce que les isolats 
de P. aeruginosa n'induisant pas la formation de SCVs sont favorisés dans un 
contexte fibro-kystique? Éventuellement les études en cours pourront répondre à ces 
questions mais également contribuer à élaboration de nouvelles stratégies pour le 
traitement des infections chroniques à S. aureus et SCVs souvent entremêlées 
d'exacerbations causées par P. aeruginosa. 
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